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内 容 提要 


遗传 学 是 研究 生物 体 遗 传 和 变异 规律 的 科学 , 是 现代 生物 学 、 农 学 、 医 学 和 
药学 的 重要 基础 学 科 。 本 书 系统 介绍 了 遗传 学 基础 理论 和 进展 前 沿 。 以 基因 概 
念 的 产生 和 发 展 为 线索 ,讲述 了 经 典 遗 传 学 和 分 子 遗 传 学 的 主要 内 容 。 以 细菌 
和 病毒 的 遗传 分 析 为 例 , 系统 地 引入 了 近代 遗传 学 的 主要 概念 、 理 论 和 实验 研究 
方法 ,包括 基因 工程 技术 的 理论 和 实验 渊源 。 以 遗传 学 的 经 典 论著 为 依据 , 介 
绍 了 遗传 物质 的 损伤 、 修 复 和 突变 ; 基因 功能 表达 的 调控 ; 基因 组 的 表 观 遗传 修 
饰 ; 哺乳 动物 体 细胞 遗传 分 析 ; 转 座 因子 的 结构 和 功能 ; 以 及 肿瘤 分 子 遗传 学 等 
遗传 学 研究 前 沿 的 现状 和 发 展 趋势 。 从 真 核 细胞 基因 组 的 结构 和 功能 表达 、 生 
物 群 体 遗传 结构 和 生物 演化 、 灵 长 类 哺乳 动物 基因 组 的 工程 化 改造 , 以 及 合成 生 
物 学 研究 等 新 成 就 和 新 观点 出 发 , 讨论 了 基因 概念 思考 的 延伸 , 以 及 由 基因 组 人 
工 修饰 引发 的 伦理 、 法 律 和 社会 问题 。 本 书 也 可 作为 相关 专业 本 科 生 和 研究 生 
的 教学 参考 书 。 | 


科学 家 随 年 龄 增长 而 思考 日 渐 宏观 , 或 横向 连接 融合 多 年 积累 的 知识 碎片 ， 
或 纵向 归纳 人 类 对 自然 的 认 知 过 程 , 能 集大成 者 会 成 为 学 界 的 智者 。 本 书 的 作者 
传 继 粱 先生 就 是 这 样 一 位 智者 。 

伟 先 生 既 是 一 位 极 具 探 索 精 神 的 学 者 ,更 是 一 位 富有 智慧 的 教育 家 。 与 先生 
多 年 交往 , 亦 师 亦 友 , 屡 受 教 诲 ,是 我 所 尊敬 的 长 者 和 导师 。 本 书 集 傅 先 生 多 年 治 
学 积累 的 心得 和 智慧 ,对 后 学 的 探索 具有 重要 的 价值 。 

随 着 国家 的 发 展 和 学 术 的 繁荣 , 已 不 乏 中 国学 者 的 学 术 专 著 , 快餐 式 的 科普 
也 日 益 繁盛 , 但 鲜 见 学 术 思想 的 梳理 归纳 之 作 。 此 类 著作 有 别 于 教科 书 , 也 不 同 
于 专著 , 其 特点 是 : 既 面向 学 者 , 也 面向 大 众 ; 或 梳理 人 类 对 某 些 事物 的 认 知 发 
展 ,或 提出 各 种 假说 和 未 来 探索 方向 ; 不 仅 是 知识 的 传播 , 更 是 智慧 的 分 享 。 此 
类 书籍 的 出 现 ,反映 了 国内 学 术 的 初步 成 熟 。 

傅 先 生 以 本 书 开 风气 之 先 , 以 其 学 者 的 敏锐 洞察 力 和 社会 责任 感 , 分 享 他 多 
年 积累 的 智慧 ,为 后 学 又 树立 了 榜样 。 

我 说 以 本 序 向 传 继 梁 先生 致敬 。 
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很 长 时 期 以 来 ,我 一 直 想 写 一 本 书 ,通过 叙述 100 多 年 来 人 们 对 生物 遗传 规 
律 认 识 发 展 的 真实 历程 来 帮助 青年 朋友 学 会 质疑 和 思辨 。 思 辨 是 一 种 展开 事物 
之 间 各 种 可 能 存在 的 直接 或 间接 联系 的 思考 与 分 析 过 程 , 思辩 特别 有 助 于 我 们 培 
养 起 感知 某 种 重大 的 理论 问题 和 技术 问题 的 能 力 。 我 想 重要 的 并 不 是 从 书 中 看 
到 了 什么 , 知道 了 什么 或 学 到 了 什么 , 而 是 在 阅读 过 程 中 想到 了 什么 ,形成 了 什 
么 新 的 想法 (idea)。 这 是 作为 读者 的 你 在 受到 书 中 某 个 章节 , 甚至 只 是 某 一 小 段 
文字 的 启发 后 产生 的 属于 你 自己 的 新 想法 ,或 者 说 一 种 科学 思想 的 萌芽 。 如 果 
你 能 逐步 丰富 与 完善 这 个 想法 , 甚至 进一步 采取 行动 去 证 实 或 实现 你 的 想法 , 把 
科学 想法 发 展 为 科学 计划 或 研究 课题 (使 idea 成 为 project), 你 就 可 能 进入 了 最 佳 
的 读书 境界 。 这 种 体验 或 许可 以 用 诺 贝 尔 奖 获得 者 森 特 - 哲 尔 吉 (A. von Szent- 
Györgyi) 的 一 句 话 来 描述 :“To see what everyone has seen and think what no one 
has thought.” 中 文 可 译 为 :“ 见 人 人 之 所 见 , 思 人 人 所 未 思 。” 

著名 的 美 籍 华裔 群体 遗传 学 家 李 景 钧 说 过 一 句 值得 深思 的 话 :历史 是 不 会 
过 时 的 。 科学 论著 发 表 时 为 人 类 奉献 的 知识 或 许 已 经 成 为 常识 或 共识 , 但 其 探 
究 新 知 、 解 决 问题 的 过 程 往往 有 着 历久 弥 新 的 科学 魅力 ,不断 给 后 人 以 启发 。 学 
习 科 学 史 是 丰富 科学 思维 的 重要 途径 。 不 仅 要 了 解 前 人 的 贡献 ,还 要 了 解 前 人 为 
此 所 经 历 的 思考 和 实践 过 程 , 找 出 发 现 和 发 明 的 规律 性 要 素 。 正 如 牛顿 所 说 :“ 如 
果 说 我 看 得 比 别人 更 远 , 那 是 因为 我 站 在 巨人 的 肩膀 上 。” 

科学 是 人 类 社会 发 展 的 结晶 , 科学 的 进步 也 往往 是 以 某 些 科学 家 的 创造 性 、 
突破 性 的 成 就 为 标志 的 。 我 们 要 充分 认识 科学 大 师 在 科学 发 展 和 知识 累积 过 程 
中 的 创造 性 贡献 , 这 会 加 深 我 们 对 科学 发 展 乃 至 整个 人 类 历史 进程 中 人 的 价值 的 
认识 。 然 而 ,科学 大 师 决 不 能 成 为 我 们 心目 中 的 一 座 座 神圣 的 塑像 。 我 们 学 习 的 
目的 就 是 为 了 获得 某 种 或 某 些 能 力 , 使 我 们 能 平等 地 和 科学 大 师 们 一 起 分 享 那些 
卓越 的 科学 思维 、 精 巧 绝伦 的 实验 研究 和 富 于 独创 的 学 术 成 果 , 并 力争 对 人 类 有 
新 的 知识 贡献 , 成 为 一 个 人 类 知识 的 创造 者 , 参与 人 类 科学 史 的 缔造 工程 。 因 此 
我 在 写作 方法 上 ,力求 通过 对 遗传 学 中 主要 学 说 和 理论 的 产生 及 发 展 的 规律 性 的 
叙述 和 评价 , 阐明 怎样 提出 问题 , 怎样 分 析 和 解决 问题 ; 分 清 什么 是 前 提 , 什么 是 
结论 , 什么 是 由 前 提 达 到 结论 的 条 件 和 途径 。 这 样 ,读者 不 仅 能 从 中 看 到 遗传 学 
的 现状 , 还 能 看 到 造成 这 个 现状 的 历史 进程 , 看 到 科学 发 展 过 程 中 的 转换 点 和 里 
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程 碑 。 

自然 科学 家 研究 自然 现象 , 研究 自然 现象 之 间 的 关系 ,通过 这 些 关 系 来 认识 
自然 界 内 在 的 规律 。 尽 管 现象 是 客观 的 , 它 反映 于 学 者 头脑 并 由 学 者 表述 出 来 以 
Ja, 就 融 人 了 学 者 自己 的 思想 。 所 以 科学 定律 和 定理 , 乃至 科学 家 自身 都 是 有 学 
术 个 性 的 。 这 就 是 为 什么 我 们 要 培养 对 自然 对 客观 事物 的 洞察 、 分 析 、 概 括 、 推 理 
和 表述 能 力 ,使 自己 有 能 力 发 现 自然 界 的 内 在 规律 ,并 逐步 形成 自己 的 学 术 个 性 。 
人 们 总 是 习惯 于 接受 规律 的 第 一 发 现 人 所 选择 的 表达 方式 ,并 下 意识 地 认定 最 早 
提出 的 科学 定理 承继 了 自然 规律 所 涵盖 的 全 部 客观 性 。 事 实 上 ,科学 发 现 往往 只 
是 我 们 在 一 定 条 件 下 有 可 能 进行 的 观察 或 实验 中 获取 的 自然 现象 的 一 个 侧面 , 当 
科学 研究 一 步 步 展 现 出 自然 界 的 多 侧面 、 多 层次 和 能 动 性 时 , 我 们 会 由 衷 惊叹 自 
然 之 美 .自然 之 和 谐 \ 宇 宙 之 浩瀚 。 

我 们 要 学 会 怎样 在 解决 问题 的 同时 提出 新 的 问题 ,不光 要 看 到 事实 、 数 据 和 
结论 , 还 要 在 交叉 渗透 、 环 环 相 扣 的 知识 体系 中 找到 新 知识 的 位 置 ; 还 要 明白 现 
有 的 实验 技术 和 分 析 手 段 能 够 解决 什么 样 的 问题 , 解决 到 什么 程度 ; 弄 清 楚 现 有 
的 知识 和 技术 解决 某 一 个 具体 问题 的 极限 在 哪里 , 极限 的 突破 往往 会 成 为 进一步 
发 展 的 新 起 点 。 要 大 胆 地 求 取 新 的 突破 。 要 在 学 习 和 研究 过 程 中 不 断 充 实 和 积 
R ,逐步 形成 具有 学 术 个 性 的 广博 而 又 有 一 定 深度 的 能动 的 知识 结构 。 要 善于 
发 现 与 提出 问题 , 凝练 出 科学 问题 , 进而 设想 出 可 操作 的 方式 方法 来 解决 问题 。 
这 无 疑 是 创新 能 力 的 体现 ,也 许 还 是 一 种 更 好 地 生存 于 社会 的 大 智慧 。 

为 外 ,我 还 想 提醒 年 轻 朋 友 ,尽管 手 指 一 按 就 能 上 网 ,即刻 就 能 获得 你 想 寻找 
的 任何 一 个 知识 点 ,但 上 网 点 击 是 很 难 蔡 代 阅读 的 。 美 国 著名 专栏 作家 卡尔 (N. 
G. Carr) 曾经 在 一 篇 题 为 《浅薄 一 一 互联 网 如 何 毒化 了 我 们 的 大 脑 》 的 文章 中 告 
诚 道 :我 们 将 会 适应 互联 网 ,其 实 我 们 已 经 适应 了 。 但 是 ,在 适应 的 过 程 中 ,我们 
将 会 失去 一 些 人 类 最 有 深度 、 最 为 深刻 的 思维 方式 。 互 联网 鼓励 我 们 晴 晓 点 水 般 
地 从 多 种 信息 来 源 中 广泛 采集 碎片 化 的 信息 , 而 我 们 正在 丧失 的 却 是 专注 能 力 、 
沉思 能 力 和 反省 能 力 。” 所 以 ,我 们 还 是 要 给 自己 留 出 足够 的 阅读 时 间 。 

一 本 书 的 出 版 包含 了 许多 人 的 辛劳 ,在 这 本 书 中 就 满 含 着 我 的 师长 .同事 、 同 
学 和 朋友 们 的 指导 、 鼓 励 、 支 持 和 帮助 。 最 后 , 我 还 要 感谢 我 的 妻子 , 在 书稿 的 字 
里 行 间 融 入 了 她 那 无 私 而 又 默默 无 闻 的 奉献 。 

我 期 待 着 读者 朋友 对 书 中 不 正确 和 不 准确 的 地 方 提出 批评 指正 。 


2015 年 7 月 
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遗传 学 是 研究 生物 遗传 和 变异 规律 的 一 门 科学 。 

遗传 学 研究 的 主要 内 容 是 基因 的 本 质 、 基 因 的 复制 与 传递 , 以 及 基因 功能 
的 表达 。 用 信息 论 的 术语 来 讲 , 遗传 学 研究 的 是 控制 生物 机 体 发 育 的 遗传 信息 
的 储存 、 传 递 、 分布 和 表达 。 遗 传 学 的 研究 使 人 们 对 生命 的 认识 达到 了 一 个 新 
的 阶段 。 

人 类 关于 生物 遗传 的 实验 研究 始 于 孟 德 尔 (G. J. Mendel ) 的 更 豆 杂 交 试 验 。 
一 百 多 年 来 , 遗传 学 的 发 展 经 历 了 几 个 重要 的 发 展 阶段 。 遗 传 学 发 展 的 每 一 个 阶 
段 都 使 基因 的 概念 获得 一 次 升华 。 

孟 德 尔 的 研究 表明 ,基因 是 在 生物 遗传 性 状 的 传递 和 表达 上 具有 相对 独立 性 
的 遗传 物质 单位 。 

摩尔 根 (T. H. Morgan) 的 研究 表明 , 基因 的 物质 载体 是 细胞 核 里 的 染色 
体 。 在 染色 体 上 作 直 线 排列 的 基因 是 突变 、 重 组 和 功能 表达 三 位 一 体 的 遗传 物 
质 单位 。 

比 德尔 (G. W. Beadle) 和 塔 特 姆 (E. L. Tatum) 的 研究 表明 , 基因 是 决定 蛋白 
质 一 级 结构 的 遗传 物质 单位 。 

艾 弗 里 (O.T.Avery)、 沃 森 (J. D. Watson) 和 克 里 克 (F. H. C. Crick) 等 的 研究 
表明 , 基因 的 化 学 本 质 是 脱氧 核糖 核酸 (DNA ), 基因 是 能 自我 复制 且 具 有 一 定 遗 
传 学 功能 的 DNA 片段 。 

雅 各 布 (F. Jacob) MAIE (J. L. Monod) 的 研究 表明 , 基因 是 在 特定 遗传 调控 
系统 的 调节 和 控制 下 表达 其 功能 的 遗传 物质 单位 。 

基因 概念 的 每 一 次 升华 ,都 是 人 们 对 于 生物 遗传 和 变异 现象 和 规律 认识 的 一 
次 飞跃 ,也 为 以 后 的 研究 提出 了 问题 ,指出 了 方向 。 


811 了 盏 德尔 的 实验 和 基因 概念 的 产生 


1.1.1 和 孟 德 尔 的 基因 观 
JE (gene) 这 个 名 词 是 由 约翰 森 (W. L. Johannsen) 在 1909 年 首先 使 用 的 ， 
但 从 概念 形成 的 角度 讲 , 孟 德 尔 在 19 世 纪 中 叶 运 用 简单 的 代数 阐明 生物 遗传 的 
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1-1 红 花 植株 与 白 
花 植 株 杂 交 试 验 示意 


亲子 关系 时 , 就 已 经 认识 到 了 基因 的 两 个 基本 属性 : 基因 是 世代 相传 的 ; 基因 是 
决定 遗传 性 状 表达 的 。 现 在 所 说 的 “基因 是 生物 体 传递 遗传 信息 和 表达 遗传 信 
息 的 基本 单位 ” ,实际 上 就 是 孟 德 尔 所 阐明 的 观点 。 

在 孟 德 尔 之 前 , 克 尔 罗 伊 特 (J. Kolreuter)、 加 特 内 (C. Gartner) 和 其 他 一 些 
科学 家 (包括 中 国 古代 的 农业 科学 家 ) 也 做 过 具有 不 同 遗 传 性 状 植 物 间 的 杂交 试 
验 , 但 都 没有 导致 建立 在 实验 基础 上 的 遗传 学 的 萌生 。 备 德尔 认为 前 人 的 试验 存 
在 两 个 问题 : 一 是 没有 对 杂交 子 代 按 性 状 分 类 计数 ; 二 是 没有 运用 统计 学 方法 
来 分 析 杂 交 试 验 的 结果 。 为 了 克服 前 人 的 不 足 , 孟 德尔 选用 驶 豆 (Pisum sativum) 
作 实 验 材料 。 豌 豆 是 闭 花 授粉 植物 ,可 避免 花粉 的 自然 混杂 ,人 工 去 雄 后 , 授 以 外 
来 的 花粉 也 比较 容易 。 此 外 , 它 的 许多 性 状 是 能 够 严格 区 分 的 ,如 花 的 颜色 有 红 、 
白 之 分 , 种 子 形状 有 圆 、 皱 之 分 , 种 皮 有 黄 、 绿 之 分 等 。 这 些 非 连续 变异 性 状 是 备 
德尔 对 杂交 子 代 进行 分 类 分 析 的 依据 。 

备 德 尔 检查 了 吏 豆 中 的 七 对 遗传 性 状 ,并 力图 用 简单 的 数学 关系 来 阐明 杂交 
试验 中 这 些 遗 传 性 状 的 传递 规律 。 在 每 次 杂交 试验 中 , 孟 德 尔 只 注意 一 种 相对 性 
状 的 遗传 。 例 如 , 在 红 花 植 株 和 白花 植株 的 杂交 试验 中 , 他 只 注意 花色 这 个 性 状 
的 遗传 方式 ,而 不 考虑 种 皮 的 颜色 或 子叶 生长 特性 等 其 他 性 状 。 

豌豆 的 花 办 颜色 是 一 种 遗传 性 状 , 红 花 植株 自 花 授粉 的 后 代 都 开 红 花 , AHE 
植株 自 花 授粉 的 后 代 都 开 白 花 。 在 杂交 试验 中 ,无 论 是 以 红 花 植株 为 父 本 ,白花 
植株 为 母 本 , 还 是 反 过 来 , 杂交 子 代 都 开 红 花 。 孟 德尔 把 杂交 子 一 代 (Fi) 中 表达 
的 性 状 称 为 显 性 性 状 , 与 此 相对 应 的 是 隐 性 性 状 , 即 在 F, 代 不 表现 的 性 状 。F 植 
株 自 花 授粉 产生 子 二 代 (F,)。F, 中 又 出 现 了 在 F 中 不 表现 的 隐 性 性 状 ,这 种 现象 
称 为 分 离 (图 1-1)。 





红 花 与 白花 之 比 为 3:1 
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F, 的 分 离 表 明 F 虽 然 开 红 花 ,但 它 必 定 从 白花 亲本 得 到 了 决定 更 豆 开 白 花 
的 遗传 因子 , EF 的 整个 生活 史 中 , 红 花 因子 和 白花 因子 始终 并 存 , 却 互相 毫 不 
沾染 , 备 德 尔 由 此 推论 遗传 绝 不 是 融合 式 的 。 他 提出 , 决定 一 对 相对 性 状 的 遗传 
因子 在 同一 生物 体内 各 自 独 立 存在 , 不 沾染 , 不 融合 。 在 遗传 性 状 的 传递 和 表达 
中 ,决定 相对 性 状 的 因子 是 独立 的 。 这 就 是 孟 德 尔 的 粒子 遗传 的 概念 。 

孟 德 尔 一 共 做 了 七 对 性 状 的 杂交 试验 , 发 现 F, 中 显 性 植株 和 隐 性 植株 的 分 
离 比 总 是 接近 3: 1( 表 1-1)。 


表 1-1 和 孟 德 尔 对 豌豆 七 对 性 状 的 杂交 试验 结果 





种 皮 黄色 或 绿色 HE 6 022 2001 8 023 75.1 24.9 
种 子 饱满 皱 缩 饱满 5 474 1 850 7324 74.7 25.3 
腋生 花 或 项 生花 ”腋生 651 207 858 75.9 24.1 
豆 芋 饱满 或 总 饱满 882 299 1181 74.7 25.3 


豆荚 绿色 或 黄色 绿色 428 152 580 73.8 26.2 


为 了 解释 这 个 分 离 比 ,他 提出 了 五 点 假设 。 

(1) 遗传 性 状 是 由 遗传 因子 决定 的 , 性状 不 混合 反映 了 遗传 因子 的 相对 独立 
性 , 即 粒 子 性 。 

(2) 每 对 相对 性 状 由 一 对 遗传 因子 控制 , 这 对 遗传 因子 中 一 个 来 自 父 本 的 雄 
性 精细 胞 , 另 一 个 来 自 母 本 的 卵细胞 , 即 每 个 生殖 细胞 中 只 带 有 这 对 遗传 因子 中 
的 一 个 ,受精 后 的 合子 才 带 有 成 双 配对 的 遗传 因子 。 

(3) 在 生殖 细胞 发 生 的 过 程 中 , 成 对 的 遗传 因子 分 离 , 进入 不 同 的 生殖 细胞 ， 
每 个 生殖 细胞 只 得 到 每 对 遗传 因子 中 的 一 个 。 

(4) 两 性 生殖 细胞 的 结合 是 随机 的 ,与 其 所 携带 的 遗传 因子 无 关 。 

(5) 当 显 性 因子 和 隐 性 因子 共存 于 一 个 植株 时 , 表现 出 显 性 性 状 , 两 个 因子 
均 为 显 性 因子 时 ,植株 也 表现 出 显 性 性 状 ; 只 有 两 个 因子 都 为 隐 性 时 , 隐 性 性 状 
才 得 以 表现 。 

以 纯 合 红 花 植株 和 白花 植株 杂交 为 例 , 红 花 是 显 性 性 状 ,由 遗传 因子 R 决 定 ， 
白花 是 隐 性 性 状 , 由 遗传 因子 r 决 定 。 红 花 植 株 的 基因 型 是 RR, 白花 植株 的 基因 
型 是 rr。 红 花 亲 本 产生 带 有 一 个 R 因 子 的 生殖 细胞 , 白花 亲本 产生 带 有 一 个 r 因 
子 的 生殖 细胞 。 受 精 后 产生 的 F, 带 有 一 个 R 因 子 和 一 个 r 因 子 , 其 基因 型 是 Rr， 
表现 型 为 红 花 。F, 产 生 两 种 生殖 细胞 , 分 别 携 有 了 R 因 子 或 r 因 子 , 两 种 生殖 细胞 
数目 相等 , 比值 为 1: 1。F, 自 花 授粉 有 四 种 组 合 方式 : RR、Rr、rR 和 rr。 因 为 携带 
不 同 因 子 的 生殖 细胞 的 结合 是 随机 的 ,加 上 显 性 假设 ,F, 就 出 现 了 3: 1 的 分 离 比 。 
以 上 各 点 可 表达 如 图 1-2 所 示 。 
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图 1-2 和 孟 德尔 的 理论 F Rr ®© 


假设 示意 
P: 亲 代 ; G: 配子 








= FF| tar 1/2r 
卵子 
1/2 R |1/4RR 1⁄4Rr 
红 花 白花 
RR rr 1/2 r /ARr LU4rr 
| | 
G R r 
N / 
% 月 VARR 2/4Rr U4rr 
| 3/4 红 花 1/4 和 白花 
| 分 离 比 3:1 


备 德 尔 假设 虽然 能 完满 地 解释 七 对 遗传 性 状 的 杂交 结果 ,但 是 一 种 假设 不 仅 
要 能 解释 已 经 得 到 的 实验 结果 , 还 应 能 预期 根据 这 种 假设 提出 的 新 的 实验 结果 ， 
只 有 这 样 的 假设 才 有 可 能 被 接受 , 才 有 可 能 作为 科学 理论 的 先导 。 备 德尔 怎样 验 
证 自己 的 假设 呢 ?7 从 图 1-2 可 以 假设 F, 红 花 植 株 的 基因 型 是 Rr, 如 果 它 与 基因 型 
为 并 的 白花 植株 杂交 , 其 后 代 中 有 一 半 的 基因 型 是 Rr, 应 该 开 红 花 , 另 一 半 的 基 
PA or, 应 该 开 白花 。 大 量 实验 结果 证 实 , 在 Fi 红 花 植株 与 白花 植株 杂交 后 代 
中 , 红 花 植株 与 白花 植株 各 占 一 半 。 备 德尔 把 通过 与 双 隐 性 植株 的 杂交 来 确定 植 
株 基因 型 的 方法 称 为 测 交 。 他 用 测 交 技术 检验 了 F:。 从 图 1-2 可 以 假设 F: 的 红 
花 植 株 应 该 有 两 种 基因 型 RR 和 Rr, 其 中 基因 型 为 RR 的 植株 与 基因 型 为 Rr 植株 
的 比例 为 1:2。 将 F, 的 红 花 植株 分 别 与 双 隐 性 植株 做 测 交 , 则 /3 植株 的 后 代 应 
该 全 开 红 花 ; 2/3 植 株 的 后 代 应 该 有 一 半 开 红 花 , 男 一 半 开 白花 。 孟 德尔 随机 选 
了 100 株 F, 的 红 花 植株 做 测 交 试验 , 结果 有 36 个 植株 的 后 代 均 开 红 花 , 有 64 个 植 
株 的 后 代 一 半 开 红 花 , 一 半 开 白花 。 统 计 分 析 表 明 , 实验 结果 和 根据 假设 预期 的 
完全 符合 。 测 交 试 验 不 仅 极 具 说 服 力 地 验证 了 自己 提出 的 科学 假设 ,还 进一步 证 
SARIS FANE, 分离 的 本 质 不 是 表 型 的 分 离 比 3: 1, 而 是 配子 的 分 离 比 1: 1。 现 
在 ,我 们 把 杂 合 子 在 形成 配子 时 , 每 对 基因 的 两 个 等 位 基因 (allele) 互相 分 开 , 形 
成 数量 相等 的 两 种 配子 的 规律 称 为 分 离 定 律 ,又 叫 作 备 德 尔 第 一 定律 。 

我 们 知道 任何 科学 规律 的 再 现 都 不 是 无 条 件 的 , 备 德 尔 分 离 比 的 实现 也 是 有 
条 件 的 。 这 些 条 件 至 少 包 括 以 下 四 点 。 

(1) Fi 产生 的 两 种 配子 不 但 应 该 数量 相等 ,而 且 生活 力也 应 该 是 一 样 的 。 

(2) 携带 不 同 基因 的 生殖 细胞 受精 的 机 会 相等 。 

(3) F, 中 三 种 基因 型 个 体 的 存活 率 是 相等 的 , 即 到 观察 时 的 存活 率 是 一 样 的 。 

(4) 显 性 是 完全 的 。 

还 必须 指出 , 即使 上 述 四 个 条 件 都 满足 了 , FF, 中 的 3: 1 仍然 是 近似 的 。 因 为 
一 棵 植株 产生 的 生殖 细胞 数量 大 大 超出 能 受精 的 配子 , 这 里 存在 随机 抽样 问题 。 
孟 德 尔 定律 是 一 个 具有 统计 学 意义 的 科学 定律 ,样本 越 大 , 实验 结果 越 接近 预期 
的 理论 分 离 比 。 

把 孟 德尔 第 一 定律 推广 到 两 对 性 状 的 杂交 试验 , 就 得 到 了 独立 分 配 、 自 由 组 
合 定律 , 即 孟 德尔 第 二 定律 。 图 1-3 是 涉及 两 对 基因 的 杂交 实验 的 示意 图 。 可 以 
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Y 种 皮 为 黄色 
y 种 皮 为 绿色 
R 种 子 为 圆 形 
r 种 子 为 皱 缩 


表 型 ”理论 比 观察 数 
jh 9 315 
Y rr 3 108 
yyR_ 3 101 

1 


yyrr 32 
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离 比 都 是 3: 1, 表明 每 一 对 基因 的 分 离 都 是 独立 的 。 如 果 综 合 分 析 两 对 基因 , 它 
们 之 间 的 组 合 又 是 完全 自由 的 , 反映 在 配子 的 形成 过 程 中 , 或 者 在 携 有 不 同 基因 
组 合 的 配子 的 结合 过 程 中 , 决定 不 同性 状 的 基因 都 是 独立 分 配 、 自 由 组 合 的 。 在 
重 德 尔 定律 被 重新 发 现 后 不 久 , 不 少 学 者 就 发 现 备 德 尔 第 二 定律 的 许多 例外 , 对 
这 些 例外 事例 的 深入 研究 导致 基因 连锁 法 则 的 发 现 。 这 又 是 遗传 学 的 一 大 进步 。 


1.1.2 ”和 孟 德尔 工作 的 重大 意义 

孟 德 尔 的 工作 是 整个 遗传 学 的 基石 , 它 的 重要 性 可 从 两 个 方面 来 概括 。 

(1) 孟 德 尔 第 一 次 用 实验 方法 建立 了 “粒子 遗传 ”的 概念 。 基 因 的 颗粒 性 主 
要 表现 在 基因 在 世代 相传 的 行为 和 功能 表达 上 具有 相对 独立 性 , 而 并 不 意味 着 基 
因 的 物理 形状 是 珠子 般 的 颗粒 。 

(2) 和 孟 德 尔 的 研究 在 实验 材料 的 选择 、 实 验 的 合理 设计 、 数 据 的 正确 处 理 和 
统计 分 析 , 以 及 科学 假设 的 提出 、 验 证 和 确立 诸 方面 为 生物 科学 走 上 实验 和 定量 
研究 的 新 阶段 树立 了 一 个 杰出 的 范例 , 从 根本 上 改观 了 以 生物 形态 描述 和 演绎 为 
主 的 旧 生 物 学 。 

孟 德 尔 的 划时代 论著 《植物 杂交 试验 》 虽 然 早 在 1866 年 就 正式 发 表 了 , 但 这 
件 事 并 没有 推动 遗传 学 的 发 展 。 真 正 导 致 遗 传 学 大 发 展 的 是 孟 德 尔 定律 的 重新 
发 现 。1900 年 ,荷兰 的 德 弗 里 斯 (H. de Vries)、 德 国 的 科 伦 斯 (C. Correns) 和 奥 地 
利 的 切 尔 马克 (E. von Tschermak ) 几乎 同时 重新 发 现 了 备 德 尔 定律 , 并 用 各 自 的 
实验 证 实 了 它 。 这 件 事 被 认为 是 遗传 学 作为 一 门 独立 学 科 诞 生 的 象征 。 


11.3 BREA MAE 

20 世 纪 初 有 三 个 方面 的 实验 研究 扩展 和 延伸 了 孟 德 尔 的 基因 观 , 但 都 没有 
引起 基因 概念 的 飞跃 。 

1913 年 ,斯 特 蒂 文 特 (A. H. Sturtevant) 发 现 了 复 等 位 基因 。 他 发 现 野生 型 家 


图 1-3 孟 德尔 第 二 定 
律 示意 
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免 是 灰色 的 ,基因 型 是 SS, 白 化 家 兔 是 雪白 的 ,基因 型 为 ss ,杂交 试验 表明 S 和 s 等 
位 , 且 S 对 s 呈 显 性 。 不 久 , 斯 特 蒂 文 特 发 现 一 种 体 表 雪 白 , 而 耳 端 、 尾 端 和 肢 端 为 
黑色 的 喜马拉雅 兔 , FET A SUS", 杂交 试验 表明 S" 和 s 也 是 等 位 基因 ,S" 对 s 呈 
显 性 。 据 此 斯 特 带 文 特 提出 S、S" 和 s 是 复 等 位 基因 的 假设 。 认 为 S$、S" 和 s 都 是 
决定 家 免 毛 色 的 基因 , 它们 的 关系 是 S 对 S 和 s 呈 显 性 ,S 对 s 呈 显 性 。 以 后 又 有 
许多 实验 证 实 决 定 一 种 遗传 性 状 的 基因 , 可 以 有 两 种 或 两 种 以 上 的 状态 。 人 类 中 
HE ABO 血型 的 个 .信和 i 基因 就 是 大 家 熟悉 并 有 重要 临床 意义 的 复 等 位 基因 的 
实例 。 

1910 年 , 伊 斯 特 (H. East) 发 现 玉米 的 种 皮 颜 色 受 两 对 基因 的 控制 ,每 对 基因 
都 独立 地 传递 和 决定 性 状 , 携 带 不 同 基 因 组 合 的 个 体 之 间 只 有 量 的 差别 而 没有 质 
的 差别 。 即 携带 两 个 显 性 基因 的 玉米 粒 比 只 携带 一 个 显 性 基因 的 玉米 粒 颜色 更 
黄 些 , 而 携带 三 个 或 四 个 显 性 基因 的 玉米 粒 色泽 更 深 。 这 种 性 状 称 为 数量 性 状 。 
伊 斯 特 的 实验 表明 ,作用 于 一 种 遗传 性 状 的 基因 可 以 不 止 一 对 。 

1927 年 , 3 # (H. J. Müller) 用 很 强 的 X 射 线 照射 黑 腹 果 蝇 (Drosophila 
melanogaster) 的 精子 , 发 现 约 有 1/7 受 照射 的 精子 和 卵子 结合 后 产生 带 有 可 检 突 
变 表 型 的 突变 体 。 这 些 突变 表 型 包括 果 蝇 体 表 颜色 的 改变 和 翅 脉 的 缺失 等 。 这 
些 突变 型 个 体 在 遗传 上 是 稳定 的 。 马 勒 的 发 现 大 大 推动 了 遗传 学 研究 ,诱发 产生 
了 许多 新 的 等 位 基因 ,创造 了 一 些 新 的 变异 类 型 。 然 而 , 这 项 重大 的 研究 对 于 基 
因 的 概念 并 没有 根本 的 突破 , 因为 由 X 射 线 诱 发 产生 的 突变 基因 , 在 概念 上 并 不 
包含 比 孟 德 尔 的 基因 观 更 多 的 内 容 。 上 毫 无 疑问 , 可 供 研 究 和 分 析 的 基因 和 突变 品 
系 越 来 越 多 这 个 事实 ,确实 为 新 的 基因 观 的 产生 提供 了 条 件 。 

孟 德 尔 的 功绩 是 伟大 的 ,但 是 科学 的 发 展 往往 是 在 解决 了 一 个 问题 之 后 , 立 
刻 又 提出 新 的 问题 。 孟 德尔 的 基因 观 所 解决 的 问题 远 远 不 及 它 所 提出 的 问题 来 
得 多 , Bin: O 基因 在 细胞 的 什么 部 位 ? O 基因 怎样 由 亲 代 传 给 子 代 ? @ 基因 
怎样 决定 性 状 ? @ 基因 怎样 发 生变 异 ? © 基因 的 理化 本 质 是 什么 ? 

这 些 就 是 一 百 多 年 来 遗传 学 家 悉心 研究 的 问题 。 归 结 起 来 就 是 基因 的 本 质 、 
基因 的 物质 载体 .基因 的 复制 和 传递 ,以 及 基因 功能 的 表达 等 问题 。 


8$ 1.2 摩尔 根 学 派 的 兴起 和 染色 体 遗 传 学 说 的 确立 


1900 年 科学 界 重新 发 现 了 孟 德 尔 定律 , 这 种 关于 遗传 物质 的 颗粒 性 和 遗传 
的 非 融 合 性 思想 是 一 种 全 新 的 学 术 观点 , 它 与 当时 流行 的 传统 概念 是 针锋相对 
的 。 这 就 不 可 避免 地 引起 了 一 场 激烈 的 思想 交锋 。 

英国 剑桥 大 学 的 巴特 森 (W. Batson) 是 宣传 和 支持 重 德 尔 理论 的 主将 。 
1900 年 他 在 由 剑桥 赴 伦 敦 的 讲学 途中 , 读 到 了 重新 发 现 孟 德尔 定律 的 文章 ,立刻 
敏锐 地 意识 到 它 的 重大 意义 。 巴 特 森 当机立断 修改 了 已 定 的 讲稿 , 在 伦敦 宣传 
了 备 德 尔 理论 。 他 的 讲演 遭 到 牛津 大 学 动物 学 教授 万 尔 登 (W. Weldon) 的 激烈 
反对 , 韦 尔 登 是 高 尔 顿 (F. Galton ) 祖 先 遗 传 法 则 的 信徒 , 创办 并 主持 当时 的 权威 


$15 ”基因 概念 的 产生 和 发 展 


性 杂志 Biometria。 他 著 文 贬低 和 僵 视 备 德 尔 的 工作 。 巴 特 森 奋起 应 战 , 但 由 于 
韦 尔 登 的 影响 , 竟 没 有 一 家 杂志 愿意 发 表 他 的 文章 。1902 年 ,巴特 森 被 迫 以 私人 
出 版 物 的 形式 发 表 了 《捍卫 孟 德 尔 遗传 原理 》 的 柚 文 。 随 着 科学 资料 的 迅速 积 
A, 相信 和 孟 德 尔 原理 的 人 越 来 越 多 。1904 年 在 全 英 科 学 进步 协会 上 , 韦 尔 登 和 
巴特 森 进 行 了 面对面 的 论战 ,事实 胜 于 雄辩 , 韦 尔 登 终 于 承认 了 失败 , 巴特 森 也 
因此 获得 剑桥 大 学 首 任 鲍 尔 弗 (Balfour) 教 授 的 荣誉 称号 。 他 的 学 生 庞 尼 特 (R. 
Punnett) 曾经 在 他 的 论文 中 写 道 :和 孟 德尔 学 说 再 也 没有 被 无 知 和 愚昧 践踏 的 危 
险 了 。 

尽管 孟 德 尔 遗 传 理论 的 确立 经 历 了 漫长 而 曲折 的 道路 ,但 是 孟 德 尔 既 不 知道 
他 讲 的 遗传 因子 的 物理 或 化 学 本 质 是 什么 ,也 不 清楚 遗传 因子 是 怎样 复制 和 传递 
的 。 所 以 ,承认 和 孟 德 尔 的 遗传 理论 之 后 的 首要 任务 是 寻找 基因 的 物质 载体 , 这 是 
1900 年 之 后 遗传 学 研究 的 主题 。 


1.2.1 染色 体 遗 传 学 说 的 提出 

1903 年 , 哥伦比亚 大 学 的 研究 生 萨 顿 (W. Sutton) 在 《生物 学 通报 》(The 
Biological Bulletin) 上 发 表 了 题 为 “染色 体 遗 传 ” 的 论文 , 提出 染色 体 是 基因 的 物 
质 载体 的 假设 。 萨 顿 把 孟 德 尔 的 基因 分 离 和 自由 组 合法 则 与 生殖 细胞 形成 过 程 
中 的 减 数 分 裂 和 受精 过 程 中 的 染色 体 周 期 联系 在 一 起 , 发 现 了 两 者 之 间 的 平行 关 
系 。 例 如 , 在 体 细胞 中 同 源 染 色 体 成 双 配 对 ,基因 也 成 双 配对 ; 在 生殖 细胞 中 , 染 
色 体 由 2n 减 为 n, 基因 也 只 有 两 个 等 位 基因 中 的 一 个 ; 两 个 同 源 染色 体 中 一 个 来 
AKE, 另 一 个 来 自 母 本 , 等 位 基因 也 是 一 个 来 自 父 本 , 另 一 个 来 自 母 本 。 此 外 ， 
基因 的 分 离 和 染色 体 在 减 数 分 裂 后 期 的 分 离 都 是 随机 的 , 非 等 位 基因 和 非 同 源 染 
色 体 的 组 合 也 都 是 随机 和 自由 的 。 由 此 萨 顿 认为 细胞 核 中 的 染色 体 很 可 能 是 基 
因 的 载体 , 鉴于 几乎 每 一 种 生物 体 的 已 知 基 因 的 数目 往往 超出 染色 体 的 数目 , 他 
推测 一 条 染色 体 上 可 以 有 若干 个 基因 。 

萨 顿 的 假设 简单 明确 、 具 体 ,引起 了 学 术 界 的 广泛 关注 。 然 而 要 证 实 染 色 体 
是 基因 载体 这 个 假设 , 就 必须 把 某 个 特定 的 基因 与 某 个 具体 的 染色 体 联 系 起 来 。 
进一步 讲 , 如 果 一 个 染色 体 上 有 多 个 基因 , 那么 就 必须 把 一 个 特定 的 基因 与 染色 
体 的 一 个 具体 片段 联系 起 来 。 最 先 用 实验 方法 证 实 萨 顿 假设 的 就 是 美国 著名 的 
生物 学 家 摩尔 根 及 其 学 派 。 


1.2.2 性状 .性 别 和 性 染色 体 

摩尔 根 是 胚胎 学 家 布鲁克 斯 (W. Brooks) 在 约翰 . 霍 普 金 斯 大 学 的 学 生 , 他 
勤 于 思索 , 善于 操作 。 起 初 摩尔 根 并 不 相信 备 德 尔 的 遗传 理论 , 他 认为 孟 德 尔 原 
理 有 四 个 疑点 。Q 备 德 尔 遗 传 理论 或 许 只 适用 于 琢 豆 和 玉米 等 植物 , 对 动物 是 
不 适用 的 。@ 孟 德 尔 的 显 隐 性 原理 的 确 能 说 明 某 些 性 状 的 遗传 , 但 似乎 并 不 适 
用 于 性 别 这 样 的 特殊 性 状 和 某 些 生理 性 状 。@) 生物 体 性 状 的 区 分 往往 并 不 都 像 
孟 德 尔 研究 的 七 对 性 状 那样 易于 区 分 。@@ 孟 德 尔 因子 究竟 是 不 是 物质 实体 还 是 
个 有 待 证 实 的 问题 。1909 年 摩尔 根 说 :“ 在 现在 流行 的 孟 德 尔 理论 对 遗传 现象 的 
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图 1-4 黑 腹 果 蝇 的 染 
色 体 组 成 


诠释 中 , 性状 一 下 子 变 成 了 基因 ,一 个 因子 解释 不 了 的 现象 就 添上 一 个 变 为 两 个 
因子 ,再 不 够 又 添 一 个 变 为 三 个 因子 。 这 种 对 于 简单 模式 的 过 分 推崇 是 会 失去 获 
取 正 确 理解 的 机 会 的 ”然而 , 仅仅 一 年 之 后 , 摩尔 根 成 了 坚定 的 孟 德 尔 主 义 者 ， 
成 了 继承 和 发 展 孟 德尔 学 说 的 杰出 代表 。 

1904 年 起 摩尔 根 就 开始 选用 黑 腹 果 蝇 作为 胚胎 学 研究 的 实验 材料 。 考 虑 到 
果 蝇 身体 小 , 生殖 周期 短 , 又 易于 繁殖 培养 , 1909 年 起 又 将 这 种 果 蝇 用 于 遗传 学 
研究 。 摩 尔 根 当 初 并 不 了 解 果 蝇 作 为 遗传 学 研究 实验 材料 还 有 许多 更 为 重要 的 
优点 ,例如 , 果 蝇 的 染色 体 数 目 只 有 四 对 ,以 及 果 蝇 唾 腺 细胞 中 巨大 的 多 线 染色 体 
的 存在 极 大 地 方便 了 果 晶 的 细胞 遗传 学 研究 。 

摩尔 根 的 遗传 学 研究 起 始 于 果 蝇 复眼 的 一 个 突变 。 正 常 果 蝇 的 复眼 含有 
棕色 素 , 一 般 呈 暗 红 色 。1910 年 摩尔 根 在 实验 的 果 蝇 群体 中 发 现 了 一 只 白眼 
雄 蝇 。 这 是 一 种 突变 型 , 因 复 眼中 没有 棕色 素 而 呈 白 眼 表 型 。 他 把 正常 的 红眼 
称 为 野生 型 ,把 白眼 称 为 突变 型 。 他 的 第 一 个 实验 是 把 这 只 白眼 雄 蝇 与 野生 型 
雌 蝇 交配 , 所 得 到 的 杂交 子 一 代 果 晶 无 论 峻 雄 都 是 红眼 , 表明 红眼 性 状 对 白眼 
性 状 呈 显 性 。 然 后 又 将 子 一 代 的 肉 蝇 和 雄 蝇 交配 , 结果 发 现在 子 二 代 果 晶 中 ， 
红眼 与 白眼 的 分 离 比 是 3: 1, 这 是 符合 孟 德 尔 分 离 定 律 的 。 但 是 , 摩尔 根 发 现 
了 一 种 新 的 现象 : 在 子 二 代 中 ,所 有 的 白眼 果 蝇 都 是 雄 的 ,或 者 说 , 只 在 子 二 代 
雄 果 蝇 中 才 有 可 能 出 现 白 眼 性 状 。 摩 尔 根 就 由 此 出 发 来 研究 果 蝇 复眼 性 状 分 
离 和 性 别 的 关系 。 

摩尔 根 的 同事 威尔逊 (E. B. Wilson) 曾经 研究 过 黑 腹 果 蝇 的 染色 体 , 发 现 
这 种 果 蝇 有 四 对 染色 体 , 其 中 的 两 对 中 部 着 丝 粒 染色 体 和 一 对 点 状 的 端 部 着 丝 
粒 染 色 体 在 肉 雄 果 蝇 中 是 一 样 的 , 而 第 四 对 染色 体 在 雌雄 果 蝇 中 是 不 同 的 , E 
蝇 有 一 对 棒状 的 端 部 着 丝 粒 染色 体 , 而 雄 蝇 中 只 有 一 条 棒状 染色 体 , 还 有 一 条 
是 稍 小 些 的 亚 端 部 着 丝 粒 染色 体 。 摩 尔 根 把 这 对 与 性 别 有 关 的 染色 体 称 为 性 
染色 体 , 把 另外 3 对 染色 体 称 为 常 染 色 体 。 肉 雄 果 晶 的 常 染 色 体 组 成 是 一 样 的 ， 
而 性 染色 体 组 成 是 不 一 样 的 。 峻 果 
蝇 的 性 染色 体 是 两 条 义 染 色 体 , 雄 
果 蝇 的 性 染色 体 是 一 条 X 染 色 体 和 
一 条 Y 染 色 体 (图 1-4)。 

在 产生 性 细胞 的 减 数 分 裂 过 
程 中 , 同 源 染 色 体 会 发 生 分 离 , MR 
蝇 产 生 的 卵细胞 只 有 一 种 染色 体 组 
成 , 即 三 条 常 染 色 体 和 一 条 X 染 色 
体 。 雄 果 蝇 产生 的 精子 却 有 两 种 染 
色 体 组 成 , 即 3 条 常 染色 体 和 1 条 X 
染色 体 ,或 3 条 常 染 色 体 和 1 条 Y 染 
色 体 。 携 带 X 染 色 体 的 精子 受精 后 
产生 XX 个 体 , EMERI; 携带 Y 染 
色 体 的 精子 受精 后 产生 XY 个 体 , 是 
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雄 果 蝇 。 因 此 果 蝇 的 性 别 比 为 1: 1。 摩 尔 根据 此 确定 性 别 也 是 一 种 孟 德尔 性 状 
(图 1-5)。 

根据 遗传 学 实验 和 细胞 学 观察 , 摩尔 根 假设 决定 白眼 性 状 的 基因 w 位 于 X 数 
色 体 上 , 相应 的 野生 型 基因 是 红眼 基因 +, + 对 w 呈 显 性 。 并 假定 了 染色 体 不 带 有 
决定 这 个 性 状 的 任何 等 位 基因 , 即 既 没有 野生 型 基因 +, 也 没有 突变 型 基因 w。 摩 
尔 根 最 初 发 现 的 那 只 白眼 雄 蝇 的 基因 型 应 该 是 X"Y , 与 之 交配 的 红眼 雌 蝇 的 基因 
型 是 XX' ,杂交 后 代 的 分 离 情 况 可 根据 摩尔 根 提出 的 假设 描述 如 图 1-6 所 示 。 


亲 代 x tx? z x'Y 

(TIR, HÈ) (BIR, 4) 

配子 x 1/2 xX" 1/2 Y 

子 一 代 xx x+y 

(40 AR, HE) (40 AR, HE) 

产生 卵子 产生 精子 
1/2 x* 12Y 
FER 
12 X+ | 1⁄4 xxt 1⁄4 X+Y 


(红眼 ， 峻 ) (ZT AR, HE) 


12x” 1⁄4 XX" 1/4 X"Y 
(ETIR, ARE) (ARR, HE) 





图 1-6 XX HXV RRMA A 


摩尔 根 的 假设 完满 地 解释 了 在 最 初 的 杂交 试验 中 观察 到 的 全 部 结果 。 为 了 
进一步 验证 他 的 假设 ,摩尔 根 又 设计 了 三 个 新 的 实验 并 预 断 了 实验 结果 。 

实验 1 如 果 上 述 假设 正确 , 则 子 二 代 的 红眼 雌 蝇 有 两 种 不 同 的 基因 型 : 
XXX 和 XXX", 且 两 种 基因 型 果 蝇 的 数目 相等 。 将 子 二 代 雌 蝇 与 白眼 雄 蝇 交 配 , 则 
半数 子 二 代 雌 蝇 的 后 代 ( 即 XXX 的 后 代 ) 全 部 是 红眼 , 另 一 半 的 后 代 ( 即 XX" 的 
后 代 ) 应 有 1/4 为 红眼 雌 蝇 、1/4 为 白眼 雌 蝇 、1L/4 为 红眼 雄 蝇 1/4 A A IRRE o 

实验 2 ”根据 假设 , 白眼 雌 蝇 (X"X") 和 红眼 雄 蝇 (XY ) 杂 交 , 子 代 中 雌 蝇 应 
该 都 是 红眼 XX”), 雄 蝇 应 该 都 是 白眼 (X"Y ) , 出 现 所 谓 “ 绞 花 遗 传 (criss-cross 
inheritance)” HE. 

实验 3 根据 假设 , A BE XX”) 和 白眼 雄 蝇 (X"Y) 交 配 , 产 生 的 子 晶 
不 论 肉 雄 都 应 该 为 白眼 ,成 为 稳定 的 白眼 突变 品系 。 

这 三 个 判断 性 实验 均 被 一 一 证 实 , 其 中 以 绞 花 实验 最 为 关键 , 它 呈现 的 是 X 
染色 体 携带 的 基因 ,或 者 说 X 连 锁 基因 所 特有 的 遗传 方式 。 
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这 样 , 摩尔 根 第 一 次 把 一 个 具体 的 基因 mw 定 位 于 一 个 特定 的 X 染 色 体 
上 ,成 功 地 证 实 了 萨 顿 假设 。1910 年 摩尔 根 发 表 了 第 一 篇 关于 基因 定位 的 
论文 。1911 年 他 又 发 现 了 白眼 基因 w 和 短 翅 基 因 + 之 间 的 连锁 和 交换 现象 ， 
提出 了 基因 的 连锁 交换 法 则 , 为 染色 体 遗 传 理论 的 确立 莫 定 了 基础 。 在 此 后 
的 15 年 中 ,摩尔 根 和 他 的 学 生 马 勒 、 斯 特 带 文 特 和 布 里 奇 斯 (C.Bridges) 等 
进行 了 一 套 又 一 套 精彩 的 实验 。 尤 其 是 把 连锁 基因 的 重组 值 和 基因 在 染色 
体 上 的 距离 联系 起 来 的 新 思想 , 是 把 概率 论 的 概念 用 于 生物 学 研究 的 一 个 非 
常 杰 出 的 成 果 。 

在 连锁 交换 法 则 中 ,摩尔 根 把 位 于 同一 条 染色 体 上 的 两 个 基因 之 间 的 距离 用 
杂交 子 代 中 的 重组 百分率 来 表示 。 那 么 ,这 种 将 一 个 生物 学 实验 的 数值 与 两 点 之 
间 的 直线 距离 这 样 一 个 物理 量 相互 对 应 的 依据 是 什么 呢 ? 

如 图 1-7 所 示 , 假设 染色 体 是 一 个 均匀 的 刚体 , 它 在 每 一 个 点 上 发 生 断 裂 和 
重新 愈合 的 概率 就 应 该 是 相等 的 ,那么 摩尔 根 就 有 理由 用 杂交 子 代 中 出 现 重组 体 
的 百分率 来 确定 染色 体 上 两 个 连锁 基因 之 间 的 距离 这 个 物理 量 了 。 当 然 , 生 物 的 
染色 体 不 可 能 是 一 个 均匀 的 刚体 ,这 只 是 物理 学 常用 的 思想 方法 。 重 现 牛 顿 定律 
的 常用 假设 就 是 “在 没有 任何 外 力作 用 的 条 件 下 ……” ,或 者 “在 没有 摩擦 力 的 
时 候 ……”。 这 种 对 理想 状态 的 假定 往往 是 证 明 物 理学 规律 的 重要 手段 。 摩 尔 
根 的 连锁 交换 法 则 可 以 说 是 不 同学 科 之 间 科 学 概念 联系 产生 思想 新 飞跃 的 一 个 
范例 。 这 个 例子 说 明 不 同学 科 之 间 科 学 概念 的 延伸 是 发 展 和 形成 新 的 科学 概念 、 
促进 学 科 进 步 的 重要 途径 之 一 。 

摩尔 根 实验 室 的 每 位 科学 家 的 工作 是 紧密 相连 而 又 相对 独立 的 。 马 勒 擅长 
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设计 精确 的 实验 (如 CIB 法 、Miiller-5 法 等 ) 来 比较 细胞 学 和 遗传 学 的 资料 。 布 里 
奇 斯 是 杰出 的 细胞 学 家 , 对 染色 体 结构 的 细微 变化 最 为 敏感 。 斯 特 蒂 文 特 的 特长 
是 数学 和 统计 学 , 他 在 1913 年 画 出 了 第 一 张 基因 线性 连锁 图 。 而 作为 导师 的 摩 
尔 根 是 分 析 结 果 、 提 出 问题 和 确定 主攻 方向 的 学 术 带 头 人 。 这 批 能 力 互 补 、 目 标 
一 致 的 科学 家 集合 在 一 起 ,形成 强 有 力 的 “拳头 ”。 许 多 年 之 后 ,斯 特 蒂 文 特 回忆 
道 :“ 这 个 集体 是 一 个 整体 ,各 人 做 各 人 的 实验 ,但 互相 都 十 分 了 解 新 的 结果 ,每 项 
研究 成 果 都 要 自由 讨论 。 从 不 计较 新 的 思想 、 设 计 、 假 设 和 解释 最 初 是 谁 先 提出 
来 的 ,大 家 关心 的 只 是 推进 工作 。 要 做 的 工作 太 多 了 ,要 验证 的 想法 太 多 了 ,需要 
发 展 和 建立 的 技术 太 多 了 。 具 有 这 样 协调 而 又 激动 人 心气 氛 的 实验 室 实 在 是 不 
多 见 的 。 


1.2.3 ”摩尔 根 学 派 的 成 就 使 遗传 学 面临 新 的 挑战 

摩尔 根 及 其 学 派 经 过 长 期 艰苦 的 努力 ,从 果 蝇 伴 性 遗传 开始 创立 了 染色 体 遗 
传 理论 ,发 现 了 连锁 与 交换 法 则 , 画 出 了 连锁 图 与 相应 的 细胞 学 图 ,证 实 了 基因 是 
一 个 物质 实体 , 是 在 染色 体 上 做 线性 排列 的 遗传 物质 单位 。1915 年 摩尔 根 与 斯 
特 蒂 文 特 和 布 里 奇 斯 联名 发 表 了 《 孟 德 尔 遗 传 机 理 》, 1917 年 摩尔 根 发 表 《 遗传 
的 物质 基础 》1926 年 摩尔 根 发 表 集 染 色 体 遗 传 学 大 成 的 《基因 论 》。 遗 传 学 成 
了 当时 的 科学 骄子 。 从 理论 上 讲 , 摩尔 根 学 派 用 实验 证 明了 基因 的 物质 性 , 为 研 
究 基因 的 理化 本 质 、 基 因 的 结构 和 功能 葛 定 了 基础 。 从 方法 上 讲 , 摩尔 根 学 派 把 
物理 学 和 化 学 的 实验 分 析 方法 引入 了 生物 学 ,从 此 生物 学 再 也 不 是 单纯 依靠 观察 
和 描述 的 学 科 了 , 它 的 每 一 种 思想 、 每 一 种 新 观点 都 需要 实验 的 证 实 。 摩 尔 根 学 
派 在 理论 上 和 方法 上 的 成 就 , 一 方面 使 遗传 学 风靡 全 世界 , 男 一 方面 也 使 它 面临 
新 的 挑战 。 

从 备 德 尔 到 摩尔 根 , 遗传 学 虽然 取得 了 巨大 的 成 就 ,但 是 这 种 成 就 的 基础 是 
基因 在 传递 中 的 行为 。 他 们 都 把 基因 作为 一 种 决定 性 状 的 符号 来 研究 , 而 对 基因 
的 作用 方式 是 一 无 所 知 的 。 这 固然 说 明 前 辈 们 卓越 的 思维 能 力 和 精湛 的 实验 分 
析 能 力 , 同时 也 说 明 遗 传 学 必须 跨 出 形式 遗传 的 范畴 才能 向 前 发 展 。 以 摩尔 根 为 
首 的 一 大 批 经 典 遗 传 学 家 认识 到 了 问题 的 尖锐 性 , 却 又 看 不 清 解决 基因 作用 问题 
的 路 子 。 

年 轻 一 代 的 遗传 学 家 是 不 会 甘心 服输 的 ,他 们 勇敢 地 间 和 人 了 研究 基因 作用 的 
“圣地 ”, 导致 分 子 遗传 学 的 诞生 。 第 二 次 世界 大 战 以 后 的 四 分 之 一 世纪 被 称 为 
“分 子 生物 学 时 代 ”。 分 子 生物 学 的 兴起 标志 着 生命 科学 的 研究 达到 了 新 的 广度 
和 深度 。 


8$ 1.3 生化 遗传 学 派 的 贡献 和 分 子 遗传 学 的 萌芽 


1.3.1 尿 黑 酸 尿 症 和 加 罗 德 医生 的 假设 
重新 发 现 孟 德尔 定律 以 后 不 久 , 遗传 学 家 就 注意 到 了 “基因 怎样 决定 性 
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状 ” 这 个 问题 。 许 多 科学 家 企图 探索 这 个 问题 , 其 中 包括 摩尔 根 、 马 勒 、 赖 特 (S. 
Wright), 2/64 ( J. Haldane)、 戈 尔 德 施 米 特 ( R. Goldschmidt) 等 ,但 都 苦于 找 不 
到 能 解决 这 个 问题 的 生物 化 学 和 遗传 学 方法 。 英 国医 生 加 罗 德 (A. Garrod) 是 思 
考 这 个 问题 深 有 所 得 的 学 者 。 

1908 年 , 加 罗 德 在 皇家 学 会 资助 的 一 次 讲演 会 上 做 了 题 为 《先天 性 代谢 缺 
陷 》 的 报告 , 暗示 备 德 尔 因 子 很 可 能 通过 影响 特定 的 代谢 步骤 而 决定 性 状 。 他 在 
临床 工作 中 发 现 了 4 种 代谢 紊乱 引起 的 疾病 , 患者 的 尿 液 中 有 不 完全 代谢 的 化 学 
物质 。 例 如 , 葵 丙 氨 酸 的 最 终 代谢 产物 是 延 胡 索 酸 和 乙酸 乙酸, 但 有 一 类 代谢 缺 
陷 病 患者 不 能 产生 被 加 罗 德 称 为 X 的 物质 。 
fee 


az 


l 2 3 
mam EL pama W2 pam F 、 x 物质 


黑色 素 


他 假设 X 物 质 之 所 以 不 能 产生 的 原因 , 是 患者 缺乏 有 活性 的 尿 黑 酸 氧化 酶 
( 酶 3), 使 尿 黑 酸 不 能 转化 为 正常 的 代谢 产物 而 在 体内 积累 ,最 后 经 尿 排出 。 这 就 
是 尿 黑 酸 尿 症 的 可 能 病因 。 那 么 , 尿 黑 酸 尿 症 患 者 的 尿 黑 酸 氧化 酶 为 什么 会 缺乏 
WE? 在 巴特 森 的 帮助 下 ,加 罗 德 分 析 了 上 患者 的 家 系 , 惊奇 地 发 现 尿 黑 酸 尿 症 在 患 
者 家 系 中 以 孟 德 尔 隐 性 因子 的 传递 方式 遗传 给 子 育 。 他 声称 :“ 孟 德尔 因子 会 以 
某 种 方式 影响 机 体内 生化 代谢 中 特定 的 代谢 物 的 产生 。”1914 年 加 罗 德 等 的 研究 
表明 , 在 正常 人 血液 中 能 分 离 出 一 种 能 氧化 尿 黑 酸 的 酶 , 而 这 种 酶 在 患者 的 血液 
中 是 分 离 不 到 的 , 但 这 一 发 现 当 时 并 未 被 证 实 。 直 到 1958 年 才 有 人 证 实 , 至 少 串 
者 的 肝脏 是 完全 缺乏 这 种 酶 的 。 

在 摩尔 根 的 实验 室 里 , 每 一 次 讨论 都 会 涉及 基因 如 何 发 挥 作用 的 问题 。 他 
们 认为 基因 一 定 会 通过 影响 和 调节 代谢 产物 来 发 挥 作用 。 例 如 , 马 勒 早 在 1912 
年 就 在 读书 笔记 中 写 下 这 样 一 段 话 :“ 有 充分 的 证 据 使 人 相信 基因 ,或 者 叫 
染色 体 上 的 位 点 ,是 有 其 个 体 性 的 ; @ 基因 是 能 利用 周围 物质 精确 地 复制 自身 
的 ,一 旦 基因 丢失 , 它 就 永远 不 复 存 在 ; © 基因 是 不 受 或 几乎 不 受 周围 环境 影 
响 的 , 是 稳定 的 ; @ 每 个 基因 都 以 它 独特 的 方式 和 途径 深刻 地 影响 着 细胞 的 结 

马 勒 的 看 法 反映 了 当时 许多 遗传 学 家 的 观点 , 即 基因 是 在 化 学 水 平 影响 细胞 
生命 活动 的 。 然 而 这 些 都 还 停留 在 假设 和 猜测 的 阶段 ,并 没有 走 上 实验 研究 的 途 
径 。 突 破 这 一 困境 , 在 研究 基因 作用 中 取得 开创 性 成 就 的 一 批 青年 科学 家 中 , 最 
突出 的 是 摩尔 根 的 青年 助手 比 德尔 。 

比 德尔 是 美国 中 部 内 布 拉 斯 加 州 的 农村 青年 , 1922 年 进 内 布 拉 斯 加 大 学 读 
书 , 兼 做 凯 姆 (F. Keim ) 教 授 的 实验 助手 。 在 凯 姆 的 影响 下 , 比 德尔 放弃 了 回 乡 经 
营 农 庄 的 念头 , 去 康 奈 尔 大 学 攻读 博士 学 位 , 悉心 研究 玉米 花粉 不 孕 的 遗传 学 。 
1931 年 , 比 德尔 取得 博士 学 位 后 来 到 摩尔 根 实验 室 工作 ,一心 想 把 胚胎 学 研究 和 
遗传 学 研究 结合 起 来 ,走出 研究 基因 作用 的 新 路 子 。 但 摩尔 根 在 当时 却 认为 用 同 
样 一 种 材料 来 研究 胚胎 学 和 遗传 学 是 非常 困难 的 。1935 年 , 比 德尔 和 来 自 法 国 
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的 胚胎 学 家 埃 弗 吕 西 (B. Ephrussi) 一 起 离开 摩尔 根 的 实验 室 去 巴黎 合作 研究 果 
蝇 胚胎 发 育 中 的 遗传 学 问题 , 他 们 的 合作 结 出 了 硕果 , 成 为 分 子 遗 传 学 孕育 和 萌 
芽 期 的 一 件 大 事 。1936 年 他 们 发 表 的 著名 论文 第 一 次 把 基因 和 酶 联系 起 来 。 


13.2 果 蝇 复眼 色素 合成 的 生化 研究 

在 果 蝇 的 幼虫 中 有 各 种 器 官 的 “ 原 基 ”, 这 些 原 基 会 逐渐 发 育成 为 成 虫 的 各 
种 器 官 。 如 果 用 外 科 手 术 把 一 只 果 蝇 幼虫 的 复眼 原 基 移 植 到 另 一 只 幼虫 的 腹部 ， 
那么 接受 复眼 原 基 的 幼虫 发 育 为 成 虫 时 , 腹部 能 发 育 出 一 
个 额外 的 复眼 。 比 德尔 和 埃 弗 吕 西 就 通过 复眼 原 基 移 植 
试验 来 研究 果 蝇 复 眼 的 各 种 色素 突变 型 之 间 的 关系 。 

野生 型 果 蝇 的 复眼 呈 暗 红色 , 具有 棕 红 色 的 眼色 素 。 
一 些 复眼 眼色 素 突 变型 如 朱红 眼 (v) ARER (cn), 由 于 
缺乏 棕 红色 的 眼色 素 而 呈现 不 同 程度 的 鲜红 色 , 即 朱 红色 
和 展 砂 色 。 图 1-8 是 朱红 眼 和 展 砂 眼 突变 型 和 野生 型 复 
眼 原 基 的 移植 试验 示意 图 。 

第 一 部 分 实验 (图 1-8a) 是 将 v 或 cn 突变 型 果 蝇 幼 
虫 的 复眼 原 基 移植 到 野生 型 果 蝇 幼虫 的 腹部 , 或 反 过 
来 ,将 野生 型 果 蝇 幼虫 的 复眼 原 基 移 植 到 v 或 cn 突变 型 
果 蝇 幼虫 的 腹部 ,其 结果 都 是 在 接受 了 复眼 原 基 移 植 的 
果 蝇 的 腹部 发 育成 一 个 具有 野生 型 表 型 的 复眼 。 这 表 
明 v 和 cn 原 基 从 野生 型 寄主 接受 了 某 种 物质 ,突变 型 的 
复眼 原 基 就 可 以 从 这 些 物质 合成 棕 红 色 眼 色素 ,所 以 呈 
野生 型 表 型 。 第 二 部 分 实验 (图 1-8b ) 是 v 或 cn 突变 型 
果 蝇 幼虫 相互 之 间 进 行 复 眼 原 基 移 植 试验 , 结果 v 原 基 图 1-8 复眼 原 基 移 植 试验 示意 
在 cn 果 蝇 的 腹部 发 育成 一 个 具有 野生 型 表 型 的 复眼 ， C HR ee 
而 cn 原 基 在 v 果 蝇 的 腹部 仍 表现 为 展 砂 色 复 眼 。 表 明 v 原 基 可 从 cn 寄主 得 到 
它 自身 不 能 合成 的 物质 而 形成 棕 红色 有 眼 色素, 导致 野生 型 表 型 ; 相反 ,cn 原 基 
却 不 能 从 v 寄 主 得 到 它 自身 不 能 合成 的 物质 , 继续 保持 突变 型 表 型 。 比 德尔 
和 埃 弗 昌 西 据 此 设想 了 棕 红 色 眼 色素 的 合成 途径 。 


前 体 物质 一 -+ 物质! (v 物 质 ) -2 物质 2 (cn 物质 ) 
一 > 一 > 一 * 一 > 棕 红色 眼色 素 (野生 型 物质 ) 


当 V 突变 为 v 时 , 物质 1 的 合成 受阻 ; 当 cn 突变 为 cn 时 ,物质 2 的 合成 受阻 。 
在 野生 型 果 蝇 体内 ,v 和 cn 原 基 能 分 别 得 到 各 自 因 合成 受阻 而 缺乏 的 物质 1 或 物 
质 2, 进而 合成 野生 型 物质 。v 和 cn 之 间 的 移植 表明 , v 原 基 可 利用 cn 突变 体内 积 
累 的 物质 1 来 合成 野生 型 物质 , 使 复眼 呈 暗 红色 ; RZ, cn 原 基 却 不 能 在 v 突 变 体 
内 获得 它 所 缺乏 的 物质 2, 所 以 仍然 呈现 cn 突变 型 的 表 型 。 

比 德尔 和 埃 弗 虽 西 的 假设 很 快 得 到 了 生化 研究 的 证 实 , 棕 红色 眼色 素 的 部 分 
合成 过 程 见 下 列 化 学 反应 式 : 


m 
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og e OG Te. im 一 一 一 一 述 红 色 眼 色素 


(野生 型 物质 ) 
EAR (前 体 ) HREM LAG (物质 1) SERRER (物质 2) 


实验 证 明 v 和 cn 基因 各 自控 制 着 一 个 生化 反应 。 表 明基 因 的 作用 是 控制 
一 种 酶 的 产生 ,决定 这 种 酶 的 分 子 结构 。 这 是 第 一 次 把 基因 与 控制 特定 生物 化 学 
反应 的 酶 联系 在 一 起 ,开始 了 在 分 子 水 平 上 研究 基因 功能 的 实验 和 理论 研究 。 


1.3.3 “一 个 基因 一 个 酶 ”假设 的 提出 

果 蝇 代谢 的 遗传 学 研究 毕竟 是 困难 的 ,因为 高 等 动 植物 的 性 状 特征 都 是 通过 

一 系列 复杂 的 分 化 发 育 过 程 而 得 以 表现 的 ,涉及 许多 尚未 阐明 的 代谢 途径 。 比 德 

尔 还 想到 果 蝇 与 所 有 的 高 等 真 核 生 物 一 样 , 每 个 性 状 都 受 两 个 等 位 基因 的 控制 ， 
显 性 基因 常常 掩盖 了 隐 性 基因 的 功能 缺陷 或 被 改变 的 异常 功能 。 不 和 久 , 比 德尔 回 
到 美国 。 在 斯 坦 福 大 学 工作 期 间 , 他 结识 了 微生物 学 家 塔 特 姆 , 听从 塔 特 姆 的 建 
WM, LEER BCA BEALE (Neurospora crassa) 作 实验 材料 。 对 遗传 学 的 实验 研究 而 
A. 链 孢 霉 和 果 蝇 相 比 至 少 有 四 个 优点 : D 生活 世代 短 , 在 相当 短 的 时 间 内 能 获 
得 大 量 有 性 繁殖 的 子 裔 ; @ 便于 在 实验 室内 培养 ; @ 易于 辨认 和 分 离 代 谢 缺 陷 
突变 个 体 ; @ 以 单 倍 体 世代 为 主 , 使 突变 基因 的 功能 缺陷 都 能 得 以 表现 。 这 些 优 
点 使 链 孢 霉 的 生化 遗传 学 研究 远 远 地 走 在 了 果 蝇 前 面 。 

比 德尔 和 塔 特 姆 的 实验 设计 非常 简单 。 先 用 XX 射线 照射 正常 的 链 孢 考 孢 子 
以 增加 突变 率 , 获得 更 多 的 突变 型 。 然 后 将 处 理 过 的 孢子 放 到 相对 接合 型 的 原子 
BER EDET ARC, 从 每 一 个 成 熟 的 子 塞 果 取 一 个 子宫 孢子 , 接种 在 补充 培养 基 上 
使 之 发 芽 生 长 , 然后 将 这 株 链 孢 霉 接 种 到 基本 培养 基 , 以 及 含有 不 同 生长 因素 的 
补 加 培养 基 上 做 生长 测定 。 如 果 某 个 菌株 只 能 在 特定 的 补 加 培养 基 上 生长 , 则 可 
推断 它 是 需要 该 补 加 成 分 的 营养 缺陷 型 突变 菌株 。 整 个 实验 过 程 如 图 1-9。 最 后 
还 要 通过 杂交 试验 中 的 基因 分 离 情况 来 确定 这 个 菌株 的 代谢 缺陷 确 系 基因 突变 
所 致 , 进而 可 以 分 离 得 到 与 这 一 补 加 成 分 相关 的 营养 缺陷 突变 型 菌株 。 图 1-9 显 
示 了 经 诱 变 、 筛 选 、 分 离 和 鉴定 ,最 终 获 得 泛酸 合成 缺陷 突变 型 菌株 的 实验 过 程 。 

在 1941 年 发 表 的 经 典 论 文中 , 比 德尔 和 塔 特 姆 还 详细 分 析 了 维生素 B、 维 生 
素 Bs 和 对 氨基 茶 甲 酸 三 种 营养 缺陷 突变 型 菌株 ,做 了 生长 因素 补 加 量 和 链 孢 才 
突变 菌 生长 率 的 定量 研究 。 

在 做 了 许多 不 同类 型 营养 缺陷 型 的 筛选 、 鉴 定 和 杂交 试验 后 , 比 德尔 和 塔 特 
姆 发 现 每 一 种 营养 缺陷 都 在 杂交 试验 中 呈现 孟 德 尔 式 分离 , 表明 营养 缺陷 和 基因 

突变 直接 相关 , 而 且 每 一 种 突变 都 只 阻 断 某 一 个 生化 反应 。 生 物化 学 研究 表明 ， 

每 一 种 生化 反应 都 依赖 于 一 种 酶 的 催化 。 由 此 他 们 提出 : 基因 突变 会 引起 酶 的 
改变 , 从 而 阻 断 这 个 酶 所 催化 的 生化 反应 ,造成 突变 型 对 被 阻 断 的 生化 反应 产物 
的 需要 和 依赖 。 这 就 是 “一 个 基因 一 个 酶 ”的 假设 。 虽 然 比 德尔 和 塔 特 姆 是 在 对 
加 罗 德 医生 的 假设 一 无 所 知 的 情况 下 进行 链 孢 考研 究 的 ,但 他 们 还 是 谦逊 地 表示 


野生 型 
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图 1-9 链 孢 老 营 养 缺 
陷 型 突变 菌株 的 筛选 
和 鉴定 ( 改 自 G.W.Beadle 
All E. L. Tatum) 


TROROE ROR 


维生素 Be PAC M ME 叶酸 ”泛酸 H ERB, 维生素 B| 对 照 


他 们 只 是 证 实 了 加 罗 德 等 前 辈 们 的 卓越 思想 。 

除了 “一 个 基因 一 个 酶 " 这 个 理论 成 果 之 外 , 比 德尔 和 塔 特 姆 将 链 孢 霉 引 入 
生化 遗传 学 研究 这 件 事 本 身 也 有 十 分 重要 的 意义 。 首 先 , 他 们 发 现 了 一 种 能 直接 
通过 培养 条 件 的 改变 来 研究 基因 功能 的 生物 实验 系统 。 其 次 ,他们 发 现 了 用 X 射 
线 或 紫外 线 能 直接 诱发 有 性 孢子 基因 突变 的 生物 体 。 最 具 重 要 意义 的 是 , 他们 第 
一 次 把 在 整个 生活 史 中 以 单 倍 体 为 主 的 真 核 生物 引 入 了 遗传 学 分 析 , 克服 了 由 于 
基因 在 表达 上 的 显 隐 性 而 难以 研究 隐 性 突变 基因 的 困难 ,使 基因 型 和 表现 型 的 关 
系 更 加 直接 明白 。 


13.4 基因 概念 的 一 次 升华 

20 世 纪 40 年 代 初 , 比 德尔 和 塔 特 姆 根据 链 孢 才 的 生化 遗传 学 分 析 提 出 “一 
个 基因 一 个 酶 ” 的 假设 时 ,并 没有 讲 到 基因 究竟 是 通过 什么 途径 来 决定 一 种 酶 的 
结构 ,直到 分 子 遗 传 学 中 心 法 则 的 提出 才 解 决 了 这 个 问题 。 

生物 学 研究 表明 酶 是 蛋白 质 , 但 蛋白 质 不 一 定 是 酶 。 生 物体 内 有 专门 运送 
某 种 物质 的 运载 蛋白 , 如 运输 氧 和 二 氧化 碳 的 血红 蛋白; 有 构成 生物 细胞 组 分 的 
结构 蛋白 ; 有 调节 代谢 的 激素 蛋白 ; 有 免疫 系统 特有 的 免疫 球 蛋 白 等。 因此 基因 
不 一 定 决定 一 个 酶 , “一 个 基因 一 个 酶 ”" 的 假设 可 改 为 “一 个 基因 一 个 蛋白 质 ”。 
我 们 又 知道 有 的 蛋白 质 由 两 种 或 两 种 以 上 的 肽 链 组 成 。 如 血红 蛋白 由 两 条 ao 链 
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和 两 条 B 链 组 成 , 免疫 球 蛋 白 由 两 条 轻 链 和 两 条 重 链 组 成 , 而 一 个 基因 往往 只 决 
定 其 中 一 种 肽 链 的 结构 ,所 以 又 可 把 “一 个 基因 一 个 蛋白质 ” 改 为 “一 个 基因 一 
条 多 肽 "。 最 近 的 研究 还 表明 , 由 于 基因 在 表达 中 的 结构 重组 , 或 者 信使 RNA 
(mRNA ) 水 平 的 剪接 方式 改变 ,一 个 基因 也 可 以 决定 两 种 或 多 种 肽 链 ( 详 见 第 4 
章 )。 此 外 , 也 并 非 所 有 的 基因 都 编码 蛋白 质 结构 , 如 有 的 基因 起 调控 作用 , 有 的 
基因 只 决定 核糖 核酸 的 结构 。 例 如 , 最 近 受 到 广泛 重视 的 微小 RNA (microRNA ) 
就 是 一 大 类 可 以 针对 特定 的 靶 基 因 进行 功能 调节 的 重要 调控 因子 。 所 以 ,从 现代 
生物 学 的 观点 看 , “一 个 基因 一 个 酶 ”的 假设 是 不 完全 的 , 它 只 是 人 类 认识 基因 作 
用 的 一 个 阶梯 , 它 第 一 次 明确 地 把 基因 和 和 蛋白 质 直接 连 在 一 起 , 缩短 了 基因 与 性 
状 之 间 的 距离 , 不 仅 为 在 分 子 水 平 上 研究 基因 的 功能 奠定 了 基础 , 也 为 分 子 遗传 
学 的 诞生 做 了 必要 的 准备 。 

在 比 德尔 和 塔 特 姆 的 论文 发 表 以 后 8 年 ,美国 人 类 遗传 学 家 尼 尔 (J. Neel) 证 实 
人 类 的 饮 状 细胞 贫血 是 常 染色 体 隐 性 突变 引起 的 遗传 病 , 同年 鲍 林 (L. Pauling) 等 
用 血红 和 蛋白 水 解 产 物 的 电泳 分 析 , 证 实 患 者 血红 和 蛋白 的 结构 与 正常 人 的 不 同 , 并 指 
出 这 种 差异 是 因为 氨基 酸 组 成 成 分 不 同 造成 的 。1957 年 英 格 拉 姆 (V Ingram ) 详细 
分 析 了 正常 人 和 上 患者 的 血红 和 蛋白, 发 现 灸 状 细胞 贫血 患者 血红 蛋白 和 正常 人 的 血 
红 和 蛋白 相 比 , 仅仅 只 有 一 个 氨基 酸 之 差 , 即 正常 血红 蛋白 B 链 第 6 位 的 谷 氨 酸 在 患 
者 血红 和 蛋白 B 链 中 变 为 屿 氨 酸 。 这 项 研究 有 力 地 证 明基 因 的 原始 作用 是 决定 蛋白 
质 多 肽 链 中 氨基 酸 的 序列 ,蛋白质 是 生物 基因 型 表达 的 最 直接 的 表现 型 。 

基因 和 性 状 的 关系 已 演绎 为 基因 和 酶 或 其 他 蛋白 质 的 对 应 关系 ,那么 基因 本 
身 的 化 学 本 质 是 什么 呢 ? 这 是 比 德尔 和 塔 特 姆 , 以 及 其 他 许多 科学 家 的 成 就 给 遗 
传 学 提出 的 问题 ,也 是 整个 20 世 纪 40 年 代 生 物 学 研究 的 中 心 课题 。 


13.5 ”细菌 转化 和 转化 因子 本 质 的 研究 

探索 基因 化 学 本 质 的 研究 始 于 J. FEIER (J. F. Griffith) 在 1928 年 做 的 
肺炎 球菌 转化 试验 。J. 下 . 格 里 菲 思 是 位 医生 兼 细菌 学 家 ,致力 于 肺炎 疫苗 的 研究 
工作 , 他 用 肺炎 球菌 (Streptococcus pneumoniae) 感 染 小 鼠 ,24 h 即 可 杀 死 小 鼠 ， 
并 可 从 死 鼠 心血 中 分 离 到 大 量 肺 炎 球 菌 。 肺 炎 球 菌 的 致 病毒 性 是 和 菌 体外 面 的 
多 糖 英 膜 相关 的 。 具 有 这 层 多 糖 莱 膜 的 肺炎 球菌 可 在 琼脂 培养 基 上 形成 表面 光 
滑 的 菌落 , 所 以 有 蔷 腊 有致 病 毒性 的 菌 称 为 S$ 菌 。S 菌 可 以 突变 为 R 菌 , RUSE RE 
缺陷 、 菌 落 表面 粗糙 , 且 无 致 病毒 性 的 突变 菌 。R 突变 很 可 能 与 多 糖 荚 膜 合成 的 
关键 性 酶 一 一 尿 车 二 磷酸 葡 糖 脱氧 酶 (uridine diphosphoglucose dehydrogenase ) 
的 缺陷 有 关 ( 图 1-10)。 

SHP UREN RA, R 菌 也 可 以 回复 突变 为 S$ 菌 。 根 据 荚 膜 抗原 结构 不 同 ， 
又 可 把 S 菌 分 为 若干 种 免疫 学 上 的 亚 型 ,如 SI、Sn、Sm 等 。Sw 菌 经 一 次 突变 可 变 
为 Rn 菌 ,但 不 能 一 次 突变 为 Ry 菌 ,而 Ry 菌 也 不 能 通过 一 次 回复 突变 到 Sw 菌 。 

J.F. 格 里 菲 思 做 了 下 列 四 组 实验 。 

(1) Sun 活 菌 注射 小 鼠 一 小 鼠 死 亡 。 

(2) Rir 活 菌 注射 小 鼠 一 小 鼠 存 活 。 
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1- 磷 酸 葡萄 糖 


UDPG 
(=m) CETS 
| RONTE 


UDP- 葡 糖 醛 酸 


UMP 
(RRE) 


2 PEIR 
( 葡 糖 醛 酸 -葡萄 糖 )， 


图 1-10 尿 苷 二 磷酸 葡 糖 脱 氢 酶 的 缺陷 引起 莱 膜 缺陷 


(3) Sm 死 菌 注射 小 鼠 一 小 鼠 存活 。 

(4) Rir 活 菌 和 Sm 和 死 菌 一 起 注射 小 鼠 一 小 鼠 死亡 。 

从 第 四 组 实验 的 死 鼠 心血 中 还 分 离 到 了 Sr 活 菌 。 这 不 可 能 是 突变 的 结果 ， 
因为 Rt 菌 不 能 一 次 回复 突变 就 成 为 Sg 菌 。 所 以 J.F. 格 里 菲 思 推 测 Sn 死 菌 的 存 
在 是 导致 Rr 活 菌 变 为 Sr 活 菌 的 原因 ,他 称 这 种 现象 为 转化 (transformation )。 

三 年 之 后 , 醋 E. 格 里 菲 思 在 实验 中 发 现 , 让 Sw 死 菌 与 Ry 活 菌 在 试管 中 一 起 
孵育 , Sn 死 菌 也 能 把 Rr 转化 为 Sm 活 菌 。 从 而 证 明 小 鼠 只 是 检验 转化 结果 的 实 
验 动物 , 并 不 是 转化 发 生 的 必要 前 提 。J. F4 SE GES EA PEER r A 
的 因子 称 为 转化 因子 。 差 不 多 同时 ,美国 洛克 菲 勒 研究 所 的 阿 洛 威 (J. Alloway ) 
重复 了 J. 下 . 格 里 菲 思 的 活体 和 离 体 转化 试验 。 他 还 进一步 把 Sy 死 菌 的 细胞 壁 
和 一 些 粗 颗 粒 滤 去 后 的 提取 液 用 来 做 转化 试验 , 也 获得 了 成 功 。 这 表明 完整 的 
Sm 死 菌 也 不 是 转化 的 必要 前 提 。 阿 洛 威 用 乙醇 处 理 Sw 菌 提取 液 后 得 到 了 具有 
转化 活性 的 沉淀 物 。10 年 之 后 , 艾 弗 里 和 他 的 合作 者 麦克 劳 德 (C. Mac Leod) 
HÆF (M. McCarty ) 的 经 典 工作 证 明 转 化 因子 的 化 学 本 质 是 脱氧 核糖 核酸 
(deoxyribonucleic acid, DNA )。 

艾 弗 里 等 的 文章 主要 论述 了 下 面 几 个 问题 。 

实验 所 用 转化 因子 的 供 体 菌株 是 肺炎 双 球 菌 (Diplococcus pneumoniae) 
SmA66, 受 体 菌 株 是 非常 稳定 的 肺炎 双 球 菌 Rr36A。 从 SmA66 分 离 纯化 得 到 的 
转化 因子 的 分 子 量 大 于 500 000, 紫 外 吸收 峰值 为 260 nm, 电泳 分 析 时 只 出 现 一 条 
带 。 对 肺炎 双 球 菌 而 言 , 在 纯化 过 程 中 , 如 对 其 蛋白 成 分 做 1: 50 000 稀 释 , 对 多 
糖 苹 膜 成 分 做 1: 5 000 000 稀 释 , 仍 可 表现 出 血清 学 反应 。 然 而 , 在 高 度 稀释 到 提 
取 物 的 血清 学 特性 越 来 越 不 显现 时 ,转化 活性 却 因 纯 化 而 不 断 提 高 。 

系统 地 做 了 转化 因子 的 酶 学 分 析 , 包 括 四 组 实验 。 

(1) 转化 因子 + 结晶 胰 和 蛋白 酶 ; 转化 因子 + 结晶 胰 凝 乳 和 蛋白酶 ; 转化 因子 + 
结晶 胰 蛋 白 酶 + 结晶 胰 凝 乳 蛋白 酶 , 三 个 实验 结果 相同 , 转化 因子 的 转化 活性 都 
不 丧失 ,表明 转化 因子 不 是 蛋白 酶 作用 的 底 物 , 即 不 是 蛋白 质 。 
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(2) 转化 因子 + 核糖 核酸 酶 , 转化 因子 的 转化 活性 不 丧失 , 表明 转化 因子 不 
是 核糖 核酸 酶 作用 的 底 物 , 即 不 是 核糖 核酸 。 
(3) 转化 因子 和 下 列 的 各 种 组 织 来 源 的 血浆 和 酶 类 作用 ,结果 如 下 : 


a TAA Sa = 







狗 肠 黏 液 + 
免 骨 磷酸 酶 + 
猪 肾 磷酸 酶 + 
肺炎 球菌 自 溶 物 = 
正常 的 狗 、 兔 血清 i 


++ 1 + + 
| 
I 


表明 转化 因子 不 能 被 磷酸 酶 或 酯 酶 灭 活 , 却 可 以 被 DNA 酶 灭 活 ,提示 转化 因 
子 的 化 学 本 质 很 可 能 是 DNA。 
(4) 转化 因子 和 灭 活血 清 的 作用 ,结果 如 下 : 





RKE 5 


狗 血 清 60°C ,30 min + 
65°C ,30 min 4 

未 灭 活 一 

兔 血清 60°C ,30 min = 


65C ,30 min + 


表明 血清 在 适当 的 温度 经 历 一 定时 间 后 , 其 内 含 的 包括 DNA 酶 在 内 的 各 种 
酶 均 会 变性 而 失 活 ,只 有 未 被 彻底 灭 活 的 血清 才能 使 转化 因子 失去 活性 。 

必须 指出 , 这 组 酶 学 分 析 实 验 在 研究 战略 上 有 独到 之 处 , 在 纯化 技术 很 不 发 
达 的 年 代 , 艾 弗 里 没有 用 传统 的 纯化 法 来 证 实 活性 成 分 的 化 学 本 质 , 而 是 利用 酶 
学 研究 的 成 就 ,通过 特异 性 的 酶 反应 来 导致 转化 因子 失 活 这 条 思路 来 达到 确定 转 
化 因子 化 学 本 质 的 目的 。 

艾 弗 里 等 还 报告 了 两 个 未 成 功 的 实验 : D 转化 因子 浓度 和 转化 反应 速率 的 
相关 性 研究 ; D 转化 率 和 转化 因子 数量 的 相关 性 研究 。 

艾 弗 里 等 测 得 了 有 关 转 化 效率 的 两 个 数据 : D 当 用 0.003 hg 转化 因子 时 ,有 
SOAR a36A 成 功 转化 为 Sn 菌 ; @ 当 转 化 因子 用 量 增加 到 0.01 hg 时 ,转化 实验 全 
部 获得 成 功 。 

根据 上 述 研究 , 艾 弗 里 提出 肺炎 球菌 Sg 转化 因子 的 化 学 本 质 是 DNA。 他 们 
的 文章 指出 :“ 从 物理 和 化 学 性 质 上 讲 , 转化 因子 是 一 个 高 度 聚 合 的 DNA 分子, 它 
是 由 4 种 含 氮 原 子 的 核 苷 酸 组 成 的 , 而 表现 Sm 菌 致 病毒 性 的 特征 性 黏 多 糖 菊 膜 
外 壳 是 不 含 氮 原 子 的 。 这 说 明 作为 转化 因子 的 DNA 和 由 DNA 决 定 的 多 糖 莱 膜 
在 生物 学 功能 上 是 各 不 相同 的 ,然而 在 决定 细胞 的 类 型 上 两 者 都 是 必 不 可 少 的 。” 
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这 段 话 在 分 子 水 平 上 把 基因 型 和 表现 型 分 得 很 清楚 , 基因 与 基因 所 决定 的 性 状 在 
化 学 本 质 上 是 不 相同 的 。 

艾 弗 里 在 论文 的 最 后 还 很 谦虚 地 说 :“ 如 果 本 文 有 关 转 化 因子 化 学 性 质 的 研 
究 结 果 被 进一步 证 实 ,那么 DNA 不仅 在 结构 上 是 重要 的 , 而且 在 功能 上 也 是 异常 
活跃 的 , 它 决定 细胞 的 特性 及 其 生物 化 学 活性 。 如 果 脱 氧 核 苷 酸 钠 盐 和 活性 转化 
因子 的 确 是 同一 种 物质 ,那么 我 们 可 以 说 转化 是 同一 种 已 知 的 化 合 物 直 接地 、 专 
一 性 地 诱发 而 产生 的 结果 。DNA 是 一 种 已 知 的 能 引起 可 预测 的 遗传 变异 的 化 学 
物质 ”也 就 是 说 ,转化 是 经 特殊 处 理 引 起 特殊 变异 的 一 个 实例 。 


§ 1.4 结构 学 派 . 信息 学 派 和 生化 学 派 的 融合 与 分 子 
遗传 学 的 发 展 

DNA 包 含 了 构成 和 维持 活 细胞 所 需要 的 全 部 信息 , 不 仅 如 此 , 它 还 包含 了 繁殖 
自身 的 能 力 和 信息 。DNA 是 一 个 活 的 分 子 ,是 任何 生命 活动 的 最 原始 的 决定 力量 。 

但 是 人 类 认识 DNA 这 个 最 重要 的 生物 大 分 子 的 存在 和 它 的 意义 却 走 过 了 漫 
长 的 道路 。 

1869 年 ,年 仅 25 岁 的 瑞士 青年 化 学 家 米 吹 尔 (J. F. Miescher) 在 医院 里 包扎 伤 
口 的 贿 带 上 搜集 到 的 白细胞 中 发 现 了 一 种 白色 、 含 糖 并 呈 微 酸性 的 高 克 大 分 子 物 
质 , 他称 之 为 核 素 (nuclein)。 不 久 , 他 和 他 的 学 生 奥 尔 特 曼 (R. Altmann) 弄 清 这 
种 酸性 物质 是 由 五 碳 糖 、 磷 酸根 和 生物 碱 基 组 成 的 , 并 正式 提出 核酸 (nucleic acid) 
这 个 名 词 。1920 年 以 后 , 人 们 知道 核酸 分 为 两 种 : 脱氧 核糖 核酸 (DNA ) 和 核糖 核 
M (ribonucleic acid, RNA)。 前 者 主要 在 细胞 核 内 ,后 者 主要 在 细胞 质 中 。 

KARE 51 岁 时 死 于 结核 病 。 病 故 前 三 年 他 在 一 封 信 中 说 :大 的 生物 化 学 
分 子 常常 以 类 似 的 形式 重复 存在 , 却 又 不 完全 一 样 。 这 种 结构 赋予 生物 大 分 子 一 
种 载 负 遗 传 信息 的 能 力 。 就 像 任 何 一 种 语言 的 文字 和 概念 都 能 用 24 或 26 个 字母 
来 表达 一 样 。” 看 来 这 种 猜测 可 能 是 在 暗喻 他 所 发 现 的 核酸 , 可 是 正如 他 的 同时 代 
SAGER (H. F. Judson) 指 出 的 那样 , 米 吹 尔 的 话 含 糊 不 清 、 模 校 两 可 ,所 举 的 两 种 
生物 大 分 子 又 是 白 蛋 白 和 血红 和 蛋白。 这 表明 米 葡 尔 并 没有 想到 核酸 是 遗传 物质 。 

1928 年 J 下 . 格 里 菲 思 的 转化 试验 导致 了 1944 年 艾 弗 里 等 的 经 典 工作 , 提出 了 
DNA 是 遗传 信息 载体 的 思想 。 然 而 , 人 们 对 于 DNA 是 否 具备 作为 遗传 信息 载体 的 
条 件 是 有 疑虑 的 。 从 区 弗 里 的 工作 到 沃 森 和 克 里 克 提出 DNA 双 螺旋 结构 模型 差 
不 多 还 有 10 年 的 时 间 , 这 段 时 期 是 有 关 DNA 的 三 方面 工作 融合 所 必需 的 时 间 。 


1.4.1 结构 学 派 的 研究 

研究 遗传 物质 的 三 维 构 型 是 分 子 遗传 学 的 重要 内 容 之 一 。 生 物 大 分 子 构 
型 研究 的 主要 手段 之 一 是 晶体 分 子 的 X 射 线 衍射 分 析 , 这 项 技术 是 由 结构 化 
学 家 于 .布拉格 (W. H. Bragg) AL. HLI (W. L. Bragg) 父子 发 展 和 建立 起 来 
的 。L. 布 拉 格 用 XX 射线 衍射 技术 分 析 了 金刚 石 晶 体 。 随 后 , 他 所 在 实验 室 的 
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BES (J. Kendrew) AMEZ (M. Perutz) 用 X 射 线 衍 射 技术 分 析 了 血红 蛋白 
和 肌 球 蛋白 , 他 们 全 面 研 究 了 血红 蛋白 的 “活性 区 ”和 与 分 子 氧 结合 的 亚 铁 原 
中 啉 基 团 的 结构 细节 。 他 们 的 工作 表明 研究 大 分 子 三 维 空间 结构 是 研究 大 分 
子 生物 学 功能 的 关键 。 有 关 和 蛋白 质 结 构 的 研究 刺激 了 对 核酸 结构 的 研究 , 阿 
斯 特 伯 里 (W. T. Astbury ) 最 先 想到 用 X 射 线 衍射 分 析 技 术 来 研究 DNA 的 三 维 
空间 结构 ,他 和 剑桥 大 学 的 晶体 化 学 家 威 尔 金 斯 (M. Wilkins) 和 富兰克林 (有 . 
Franklin) 的 研究 成 果 是 分 子 遗传 学 兴起 的 重要 基础 之 一 。 


1.4.2 ”信息 学 派 的 兴 

量子 论 的 先驱 玻 尔 (N. Bohr) 曾经 深思 熟 虑 地 思考 过 生物 学 问题 。1932 年 
他 发 表 了 《生命 和 光 》 这 部 名 著 。 他 说 :企图 用 还 原 论 观点 来 解释 生命 的 本 质 ， 
就 会 遇 到 企图 用 每 个 电子 的 位 置 来 说 明 原 子 一 样 的 困难 。 生 命 体 是 不 能 用 一 般 
化 学 反应 来 解释 的 。” 他 还 强调 :与 物理 学 一 样 , 生物 学 也 可 能 通过 发 展 新 的 概 
念 来 研究 , 来 提高 我 们 的 认识 水 平 。” 玻 尔 的 思想 深刻 地 影响 了 他 的 学 生 德 尔 布 
昌 克 (M. Delbriick)。 德 尔 布 吕 克 早 年 曾经 在 玻 尔 的 实验 室 工 作 , 后 来 又 在 摩尔 
根 实验 室 研究 过 果 蝇 遗传 学 , 他 深 感 形式 遗传 学 的 方法 是 难以 用 来 探 明 基因 功 
能 的 。 

德尔 布 吕 克 认为 基因 绝 不 是 普通 的 物理 或 化 学 概念 上 的 分 子 。 细 胞 内 的 生 
化 反应 有 两 个 显著 的 特点 : 一 是 反应 的 高 度 特异 性 ; 二 是 反应 的 高 度 有 序 性 。 细 
胞 反应 既是 专 一 的 , 又 是 互 不 干扰 、 丝 毫 也 不 亲 乱 的 。 他 还 认识 到 每 个 细胞 虽然 
只 有 一 个 或 两 个 基因 拷贝 ,但 随 着 时 间 的 推 延 , 它 能 进行 的 反应 次 数 是 非常 多 的 ， 
这 表明 基因 是 一 种 “特殊 的 、 在 热力 学 上 异常 稳定 的 分 子 ” 。 玻 尔 和 德尔 布 吕 克 的 
思想 暗示 了 对 基因 本 质 和 功能 的 研究 很 可 能 会 导致 新 的 物理 和 化 学 原理 的 发 现 。 

1945 年 著名 的 量子 物理 学 家 薛 定 请 (E. Schrödinger) 写 了 一 本 篇 幅 不 长 却 十 分 
重要 的 书 《 生 命 是 什么 ? 一 一 关于 细胞 的 物理 学 思考 》。 全 面 发 挥 了 玻 尔 等 的 思 
想 ,声言 :“ 经 典 物 理学 因 量子 现象 的 发 现 而 全 盘 改观 , 下 一 步 也 可 能 因 研究 生命 现 
象 而 再 度 改 观 。”“ 生 物 学 的 核心 问题 绝 不 是 热力 学 问题 , 而 是 信息 问题 , 即 信息 编 
码 、 信 息 传递 、 信 息 稳定 性 和 信息 变异 问题 。” 由 于 薛 定 廖 的 学 术 地 位 , 他 的 “生命 
问题 是 个 信息 问题 ” 的 思想 ,深刻 地 影响 了 整整 一 代 在 第 二 次 世界 大 战 中 感到 泪 丧 
和 迷茫 的 青年 物理 学 家 , 他 们 聚集 起 来 逐渐 形成 了 所 谓 的 “信息 学 派 "。 信 息 学 派 
的 主要 研究 材料 是 噬菌体 。 从 1937 年 德尔 布 吕 克 开 始 用 鸣 菌 体 做 遗传 学 研究 , 到 
1952 年 赫 尔 希 (A. D. Hershey) ZH (M. Chase) 利用 鸣 菌 体 证 实 DNA 是 遗传 信 
息 载 体 的 判断 性 试验 ,信息 学 派 为 分 子 遗 传 学 的 诞生 做 出 了 独特 的 贡献 。 

20 世 纪 30 年 代 后 期 摩尔 根 等 曾 估算 了 基因 的 大 小 , 并 提出 “在 染色 体 上 
究竟 哪个 组 分 是 遗传 信息 的 载体 ”这 个 极为 重要 的 科学 命题 。 但 是 , 果 蝇 显然 
不 是 回答 这 个 问题 的 良好 实验 材料 。 不 久 , 德尔 布 吕 克 放弃 复杂 的 多 细胞 生 
物 , 而 用 最 简单 的 生命 形式 一 一 噬菌体 作 实 验 材料 , 他 称 噬 菌 体 是 “研究 自我 
复制 的 理想 生命 体 ”。 

鸣 菌 体 是 一 种 细菌 病毒 , 结构 非常 简单 , 只 是 一 个 由 蛋白 质 外 壳 包 庄 的 DNA 


第 1 章 ”基因 概念 的 产生 和 发 展 21 


分 子 。 它 感染 细菌 时 , 先 吸附 在 细菌 的 细胞 表面 ,把 DNA 分 子 “ 注 入" 寄主 细胞 ， 
而 把 蛋白 质 外 壳 留 在 菌 体外 边 。 叭 菌 体 的 DNA 一 旦 进入 寄主 细胞 , 就 会 全 面 扭 
转 细 胞 的 代谢 , 使 细胞 成 为 合成 叭 菌 体 "部件 ” 的 “机 器 ” 。 每 个 感染 周期 可 合成 
和 释放 50~100 个 子 裔 叭 菌 体 。 虽 然 当 时 对 噬菌体 的 了 解 比 现在 少 得 多 , 但 德尔 
布 虽 克 和 他 的 挚友 卢 里 亚 (S. Luria) 从 一 开始 就 确信 “噬菌体 是 能 够 回答 “传递 
遗传 信息 的 分 子 是 什么 这 个 问题 的 最 佳 生物 实验 材料 ”。 

从 实验 研究 角度 看 , 噬菌体 至 少 有 两 个 优点 : D 易于 繁殖 , 在 极 短 的 时 间 和 
极 小 的 空间 中 可 以 得 到 数 以 亿 计 的 个 体 ; O 噬菌体 只 含 蛋白 质 和 DNA 这 两 种 生 
物 大 分 子 , 最 便于 明白 无 误 地 回答 在 生命 体 复制 和 世代 繁衍 的 过 程 中 究竟 是 蛋白 
质 还 是 DNA 起 了 遗传 信息 物质 载体 的 作用 。 这 两 条 使 得 噬菌体 作为 最 重要 的 模 
式 生物 在 一 个 相当 长 的 时 期 里 在 分 子 遗 传 学 中 占据 了 类 似 果 蝇 在 细胞 遗传 学 中 
的 地 位 。 下 面 介绍 噬菌体 学 派 , 即 信息 学 派 的 几 个 经 典 研究 , 特别 是 这 些 研究 的 
新 思想 和 新 设计 。 

1. 噬菌体 一 级 生长 曲线 的 测定 “这 是 埃 利 斯 (E. L， 100 
Ellis) 和 德尔 布 吕 克 在 1939 年 做 的 借以 阐明 叭 菌 体 和 寄 
主 细胞 之 间 定量 关系 的 经 典 工作 。 他 们 先 将 噬菌体 与 细 
菌 以 1 : 10 的 比例 混合 培养 , 目的 是 使 每 一 个 叭 菌 体 都 
有 感染 细菌 的 机 会 。 待 哈 菌 体 吸 附 于 细菌 之 后 , AD 
菌 体 的 抗 血 清 处 理 混合 培养 物 , 目的 是 除去 未 被 吸附 的 
游离 噬菌体 。 然 后 继续 培养 经 抗 血 清 处 理 的 培养 物 , 并 
将 它 涂 布 于 细菌 平板 , 再 在 不 同时 间 取样 测定 在 平板 上 | 
形成 的 叭 菌 斑 数目 , JA so y= RE 0 10 2 30 40 
体 数量 。 结 果 如 图 1-11. 侵 染 后 时 间 (min) 

一 级 生长 曲线 说 明 鸣 菌 体 生 长 可 分 为 三 个 阶段 : 图 1-11 大 肠 杆菌 E col 噬 菌 体 T4 的 一 级 生长 曲线 
潜伏 期 、 生 长 期 和 释放 期 , 还 可 以 看 出 受 感染 的 每 个 寄 PO S Stent 
主 细胞 的 噬菌体 平均 释放 量 为 100 个 左右 。 人 

2. 单 菌 释放 试验 ”这 个 实验 的 目的 是 测定 单个 被 感染 的 寄主 细胞 释放 的 

噬菌体 数量 , 而 不 是 平均 数 。 先 以 一 定 的 比例 混合 敏感 菌 和 噬菌体 , 使 每 个 细 
菌 获 取 叭 菌 体 的 平均 数目 小 于 1( 如 0.4~ 0.5)。 然 后 按 总 菌 数 稀释 混合 培养 物 ， 
使 每 毫升 培养 液 中 的 平均 含 菌 数 小 于 1, 再 将 培养 物 分 装 为 每 管 1 ml 继续 培养 。 
30 min 后 ,每 一 管 培养 物 倒 人 一 个 含 敏感 菌 的 平板 ,培养 一 定时 间 后 做 噬 菌 斑 计 
数 。 埃 利 斯 和 德尔 布 昌 克 测 出 的 单 菌 培养 物 的 哈 菌 斑 数 分 布 范围 为 1~190。 根 
据 实验 设计 , 每 个 试管 中 细菌 数目 的 平均 数 小 于 1, 但 是 从 统计 学 角度 看 , 只 要 取 
样 足够 量 的 试管 , 一 定 会 出 现 极 少数 不 含 细菌 的 试管 和 含 1 个 以 上 细菌 的 试管 。 
在 出 现 噬菌体 的 试管 中 仍 有 可 能 含有 2 个 或 2 个 以 上 的 细菌 , 所 以 并 非 每 个 试管 
中 的 叭 菌 体 都 来 自 同一 个 叭 菌 体 。 然 而 , 根据 混合 的 比例 和 稀释 的 程度 , 就 可 经 
泊 松 分 布 校正 后 ,计算 出 可 靠 的 单 菌 释放 量 。 

由 于 受 感染 细菌 释放 的 噬菌体 在 遗传 上 起 源 于 单个 叭 菌 体 ,所 以 单 菌 释放 试 
验 的 另 一 个 用 途 是 可 以 利用 纯化 得 到 遗传 学 上 同一 起 源 的 叭 菌 体 群 体 作为 遗传 
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分 析 的 实验 材料 。 
3. 关于 突变 本 质 的 经 典 工 作 ”自从 科 赫 (K. Koch) MPLA (CF. Cohn) HARK 
培养 基 之 后 , 就 有 可 能 研究 遗传 上 同一 起 源 的 细菌 群体 了 。 但 是 直到 1938 年 ， 
在 细菌 学 中 几乎 还 没有 任何 明确 的 遗传 学 概念 。 原 因 之 一 是 我 们 在 培养 下 上 看 
到 的 每 一 个 菌落 ,或 者 叫 作 细菌 克隆 所 表现 出 的 性 状 并 不 是 单个 细菌 的 特征 , 而 
是 若干 代 子 细胞 构成 的 细菌 群体 表现 出 来 的 遗传 特性 。 和 群体 遗传 学 告诉 我 们 ,在 
不 同 的 环境 条 件 下 , 生物 群体 的 遗传 结构 会 在 某 种 选择 因素 的 作用 下 发 生变 化 。 
例如 , 用 叭 菌 体 感染 一 个 由 单个 敏感 菌 衍生 而 来 的 、 包 含 10 个 细菌 的 大 群体 , 培 
养 一 段 时 期 后 ,整个 细菌 群体 竟然 对 这 种 喉 菌 体 有 抗 性 了 。 当 时 的 细菌 学 家 把 这 
种 现象 称 为 “适应 ”, 实际 上 这 是 突变 和 选择 共同 作用 使 细菌 群体 的 遗传 结构 发 
生 了 根本 性 变化 的 结果 。 卢 里 亚 和 德尔 布 吕 克 的 经 典 工作 就 是 证 实 这 一 科学 问 
题 的 先驱 ,也 因此 奠定 了 微生物 遗传 学 的 基础 。 

F EERIE H B ME FRK A (Escherichia coli) MERIT] 的 抗 
性 突变 。T1 能 不 能 侵 染 大 肠 杆菌 取决 于 大 肠 杆菌 菌 体 表 面 是 否 存在 一 种 能 识别 
并 让 T1 吸 附 的 糖 蛋白 分 子 , 即 T1 接 受 点 。 如 果 我 们 在 含 10" 个 噬菌体 T1 的 培养 
了 轩 中 涂 布 10 个 敏感 菌 ,那么 平 风 上 可 能 一 个 菌落 也 不 长 ,因为 所 有 的 细菌 都 会 被 
哈 菌 体感 染 而 溶 裂 。 所 以 ,他 们 把 细菌 的 数目 增加 到 10”, 这 就 大 大 增加 了 群体 中 
出 现 不 同 遗 传 变异 及 其 组 合 的 概率 , 培养 下 中 也 就 有 更 多 的 机 会 出 现 能 抵抗 Tl 
侵 染 的 细菌 菌落 。 把 这 些 菌落 中 的 细菌 挑 出 来 经 过 培养 再 涂 布 于 含 噬菌体 T1 的 
PML, 这 时 ,来 自 这 个 菌落 的 每 个 细菌 都 会 形成 一 个 菌落 , 表明 对 TIl 的 抗 性 是 大 
肠 杆菌 的 一 种 遗传 性 状 。 把 抗 性 菌 记 作 TI1", 相应 的 敏感 菌 记 作 TL1。 研 究 表明 ， 
TL 菌 之 所 以 能 抗 T1 是 因为 它 不 能 合成 接受 T1 的 糖 蛋白 。 

对 于 这 种 现象 可 以 有 两 种 解释 : 一 种 解释 认为 T1 是 使 TT 变 为 TT 的 原因 ， 
即 T1 能 使 TI 以 一 定 的 比例 ,例如 Tl 能 以 107 的 频率 使 Tl’ 菌 转变 为 T1' 菌 , 并 把 
Tl 性 状 传 给 子 细胞 , 这 就 是 所 谓 的 “获得 性 遗传 ” 假说 ; 男 一 种 解释 认为 当 大 上 肠 
杆菌 群体 足够 大 时 , 群体 中 本 来 就 会 有 极 少量 的 Tl 突变 菌 产 生 , 例如 在 TLT 和 群体 
中 Tl 会 以 10 ”的 频率 发 生 突变 , 当 鸣 菌 体 存在 时 ,TLT 菌 因 感 染 而 溶 裂 ,而 极 少 量 
的 TLT 菌 则 继续 分 裂 增殖 形成 一 个 新 的 细菌 群体 。 即 在 T1 存 在 的 条 件 下 , 抗 性 菌 
的 群体 最 终 会 取代 原来 主要 由 敏感 菌 组 成 的 细菌 群体 , 形成 以 T1' 为 主体 的 细菌 
群体 , 这 个 菌 群星 现 的 表 型 是 T1'"。 为 了 用 实验 来 证 实 上 述 两 种 解释 的 正确 或 雇 
误 , 卢 里 亚 和 德尔 布 吕 克 为 它们 各 设计 了 一 个 模型 (图 1-12)。 

图 1-12 中 ab 两 组 各 代表 有 4 个 重复 培养 物 组 成 的 假设 例子 。 每 个 培养 物 
由 单个 TE 菌 长 成 16 个 菌 ,4 个 培养 物 共 有 64 个 菌 。 把 每 个 培养 物 都 分 别 重 新 涂 
HTE RAE T. 的 平 严 中 ,每 组 都 产生 10 个 TL 菌落 。 

a 组 代表 的 是 “生理 性 适应 ”解释 模型 ,假定 与 噬菌体 TI 接触 的 TT 菌 都 以 概 
率 a% 变 为 TL1 菌 , 图 中 概率 为 10/64 =15%, 即 a 为 1 5。 这 表明 T1 菌 在 接触 T1 后 
会 以 15% 的 概率 变 为 T1' 菌 , 在 这 种 模型 中 TIL 菌 的 数目 应 是 培养 物 中 细菌 数 的 
函数 。 由 于 每 个 培养 物 中 的 细菌 数 是 一 样 的 , 各 组 T1' 菌 数目 的 差异 均 由 取样 误 
差 所 引起 , 应 符合 均一 大 群体 随机 抽样 的 统计 学 要 求 : 方差 等 于 平均 数 。 用 公式 
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培养 物 1 培养 物 2 培养 物 3 培养 物 4 
培养 物 1 培养 物 2 培养 物 3 培养 物 4 
表示 为 : 


S /元 三 1 (1-1) 
由 a 组 的 数字 求 出 其 S* 和 的 比值 。 
Z1 [QS +5- 5-5 5-251 
式 (1-1) 成 立 的 条 件 是 群体 大 、 事 件 发 生 率 低 、 符 合 泊 松 分 布 。 式 中 ,7 和 5S? 
分 别 用 下 式 求 得 : 


ā-$n,/C (1-2) 
S*=S n} IC (1-3) 


式 中 ,7 是 每 个 培养 物 中 TI1' 菌 的 平均 数 ; C 是 重复 培养 物 数目 ; nn 是 第 j 个 培养 物 
中 Tl' 菌 的 数值 。 

b 组 代表 “突变 加 选择 ”解释 。 认 为 T1' 菌 的 出 现 与 是 否 接 触 T1 无 关 。 由 Tl* 
菌 变 为 T1' 菌 是 一 个 自发 突变 过 程 。 如 果 突 变 发 生得 早 ,最 终 形成 的 群体 中 Tl' 菌 
就 多 ; RZ, 突变 发 生得 晚 ,培养 物 中 TIl' 菌 就 少 。b 组 的 4 个 培养 物 均 由 一 个 细 
菌 开始 ,最终 共 获得 64 个 细菌 , 其 间 进 行 了 60 次 细胞 分 裂 (注意 : 每 次 分 裂 只 增 
加 一 个 细菌 ), 发 生 了 2 次 突变 。 突 变 发 生 率 o=2/60=0.033 突变 /( 细 胞 . 世代 )。 
培养 物 1 的 突变 发 生 在 最 后 一 个 世代 , 得 2 个 TIT 菌 ,在 培养 物 3 中 , 突变 发 生 在 第 
一 代 , 得 8 个 TL 菌 。 培 养 物 2 和 4 未 发 生 突变 。 重 新 涂 布 后 B 组 的 TLT 菌 的 总 数 
也 是 10 个 。 按 式 (1-1)\ 式 (1-2) 和 式 (1-3) 求 出 相应 的 5 与 xz 的 比值 : 


图 1-12 代表 生理 性 
适应 (a) 和 突变 加 选择 
(b) 两 种 解释 的 抗 性 细 
胞 繁衍 谱系 ( 改 自 S. G. 
Stent) 
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Si =<|2.5-2y +(2.5—0)? +(2.5—8)° +(2.5-0)')/2.5=4.3 


和 a 组 相 比 ,b 组 的 S 与 a 的 比值 大 大 超出 1, 而 a 组 的 比值 接近 1。 分析 表 明 ， 
自发 突变 组 的 变量 明显 高 于 获得 性 遗传 假设 组 的 变量 。 随 着 细胞 分 裂 世 代 的 增 
加 ,这 两 组 比值 的 差异 将 会 越 来 越 大 。 

根据 上 述 两 种 假设 的 理论 模型 , 卢 里 亚 和 德尔 布 吕 克 设计 了 两 组 实验 。 第 
一 组 : 从 一 个 每 毫升 含 1 000 个 TE 菌 的 总 量 为 10 ml 的 培养 物 出 发 ,经 过 17 代 增 
殖 后 获得 的 每 毫升 含 10 细菌 的 菌 液 中 , 取出 10 个 样品 , 每 个 样品 取 0.2 ml 集体 
培养 物 分别 涂 布 于 含 T1 噬菌体 的 培养 亚 内 , 经 培养 后 计数 T1' 菌 的 菌落 。 第 二 
组 : 20 组 零星 培养 物 。 每 组 接种 每 毫升 含 1 000 个 TE 菌 的 菌 液 0.2 ml, 培养 17 
REDIR TA AE T 的 培养 下 , 并 在 培养 一 定时 间 后 逐一 计数 T1' 菌落 。 





结果 见 表 1-2。 
表 1-2 两 组 实验 结果 对 比 
第 二 组 (集体 培养 组 ) 第 二 组 (零星 培养 组 ) 
培养 物 编号 TYRE 培养 物 编号 Tlr 菌 落 数 
1 14 1 1 
2 15 2 0 
3 13 3 3 
4 al 4 0 
5 15 5 0 
6 14 6 5 
T 26 7 0 
8 16 8 5 
9 20 9 0 
10 13 10 6 
11 107 
12 0 
13 0 
14 0 
15 1 
16 0 
17 0 
18 64 
19 0 
20 35 
平均 数 16.7 11.3 
方差 15 694 
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实验 数据 表明 ,第 一 组 中 每 个 试 样 平均 含 T1' 菌 16.7 个 , 抗 性 菌 的 平均 出 现 
RH: n/N=16.7/0.2 x 105=8x 10 ,方差 S/n 接近 1, 说 明 取 集体 培养 物 的 样品 都 
来 自 均一 总 体 。 在 第 二 组 中 , 零星 培养 物 中 TL1 菌 的 平均 数 为 11.3 个 , 但 方差 /元 
却 高 达 61 , 证 实 由 T1’ 菌 变 为 T1' 菌 是 一 个 自发 突变 过 程 。 卢 里 亚 和 德尔 布 吕 克 
不 仅 证 实 了 细菌 抗 性 突变 的 自发 本 质 ,开创 了 细菌 遗传 学 。 他 们 的 研究 还 告诉 后 
来 的 细菌 遗传 学 家 怎样 设计 与 安排 实验 , 怎样 分 析 与 处 理 实验 数据 , 怎样 构思 才 
能 取得 有 意义 的 、 毫 不 含糊 的 研究 结果 。 

卢 里 亚 和 德尔 布 吕 克 在 论文 中 还 提出 了 基因 突变 率 的 估算 方法 。 假 设 每 个 
培养 物 的 初始 细菌 数 为 N,; 最 终 的 细菌 数 为 N, 则 增加 的 细菌 数 为 (N-No), 在 细 
菌 遗 传 学 实验 中 , 培养 物 中 的 最 终 细 菌 数 N 的 数值 总 是 比 原始 接种 的 细菌 数 入 ， 
大 几 个 数量 级 , 所 以 可 以 把 (N-N) 的 数值 设 定 为 N。 在 参差 性 检验 中 每 个 零星 
培养 物 的 平均 突变 次 数 为 uN, 4 是 突变 率 。 如 果 突 变 是 随机 发 生 的 小 概率 事件 ， 
依据 泊 松 分 布 , 设 没 有 发 生 过 突变 的 培养 物 数目 占 培 养 物 总 数 的 比例 为 P, 则 得 : 


R =e 
In P, =- 
u=-hnR/N (1-4) 


A (1-4) EEDE (fluctuation test) 中 突变 率 的 估算 方法 。 根 据 表 1-2 
中 第 二 组 实验 可 知 : 


gps 09 
20 


N =0.2x10° 
代入 式 (1-4) ,可 计算 出 ， 
u=3x10* 


即 在 这 组 实验 中 , 大肠 杆菌 中 由 Tl’ 菌 突变 为 T1' 菌 的 突变 率 是 每 个 细胞 每 个 世 
代 3 x 10“ 次 突变 。 

在 卢 里 亚 和 德尔 布 吕 克 的 论文 发 表 后 9 年 , 细菌 遗传 学 家 J 莱 德 伯 格 (J. 
Lederberg ) FI E. X HHAH (E. Lederberg) 夫妇 用 影印 培养 技术 非常 直观 地 证 实 了 
细菌 突变 的 自发 本 质 。 实 验 从 一 个 菌株 开始 , 这 个 菌株 对 抗生素 是 敏感 的 , 所 以 是 
敏感 菌株 。 在 锥 形 瓶 中 把 它 培 养 到 一 定 程 度 后 , 连续 做 稀释 , 当 稀释 到 每 毫升 培养 
液 中 的 细菌 数 大 约 为 1 000 个 时 , 把 它 接 种 在 一 个 没有 抗生素 的 培养 四 上 , 被 接种 
的 每 个 细菌 都 会 长 成 一 个 菌落 , 每 一 个 菌落 里 的 所 有 细菌 都 来 自 同一 个 细菌 。 然 
后 用 等 位 接种 板 对 整个 培养 下 上 的 全 部 菌落 做 等 位 接种 , 等 位 接种 板 的 形状 和 培 
养 四 一 样 ,上面 均 匀 排 列 着 许 许多 多 接种 针 。 接 种 时 , 先 在 一 个 培养 基 中 不 含 抗 
生 素 的 培养 见 上 按 一 下 ,再 在 一 个 每 毫升 培养 基 含 10 U 抗 生 素 的 培养 四 上 按 一 下 
(请 注意 接种 的 次 序 : 先 在 不 含 抗生素 的 培养 四 上 接种 , 后 在 含 抗生素 的 培养 下 上 
接种 , 这 样 就 不 会 把 抗生素 沾染 到 不 含 抗生素 的 培养 四 上 去 )。 培 养 一 段 时 间 后 ， 
在 不 含 抗生素 的 培养 四 上 布 满 了 与 原始 培养 四 上 的 菌落 一 一 对 应 的 等 位 菌落 , 而 
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[A 100U 抗生素 /ml] [不 含 抗 生 素 ] 





AN 
图 1-13 用 影印 培养 ii A paran 
法 箭 选 抗 性 菌株 的 示 FEN 会 ea 
意 ( 改 自 莱 德 伯 格 和 RE 
E. 莱 德 伯 格 ) [ 含 1 000U 抗 生 素 /ml] [不 含 抗生素 ] 抗 性 菌株 


在 含 抗生素 的 培养 下 上 却 只 有 很 少 几 个 菌落 , 因为 没有 抗 性 的 细菌 都 被 杀 死 了 ， 
长 出 来 的 细菌 都 能 抗 10 的 抗生素 。 这 些 长 出 来 的 抗 性 菌 都 接触 了 抗生素 , 在 以 
后 的 实验 中 就 不 能 再 用 了 。 然 而 , 可 以 在 不 含 抗生素 的 培养 下 中 把 对 应 于 抗 性 菌 
落 的 、 起 源 于 同一 个 原始 菌落 的 等 位 菌落 挑 出 来 培养 , 它 没 有 接触 过 抗生素 。 而 
后 ,在 培养 瓶 中 把 它 培 养 一 段 时 间 , 稀释 后 接种 在 培养 基 中 不 含 抗生素 的 培养 四 
上 ,再 重复 培养 和 等 位 接种 的 全 过 程 , 这 一 次 把 培养 基 所 含 的 抗生素 浓度 提高 到 
每 毫升 100 U, 在 这 个 培养 四 中 , 只 能 抗 10 U 抗 生 素 的 细菌 就 长 不 出 来 了 , 长 出 来 
的 细菌 都 能 抗 100 U 的 抗生素 ,但 是 这 些 菌 都 接触 了 抗生素 , 在 以 后 的 实验 中 也 不 
再 用 了 。 再 从 不 含 抗生素 的 培养 四 上 把 与 抗 性 菌落 对 应 的 等 位 菌落 挑 出 来 培养 ， 
把 这 个 过 程 再 重复 一 次 , 这 次 把 培养 基 中 的 抗生素 浓度 增加 到 每 毫升 1 000 U。 这 
时 只 能 抗 100 U 抗 生 素 的 细菌 就 不 能 长 了 , 但 是 有 一 个 能 抗 每 毫升 1 000 U 抗 生 素 
的 菌落 长 出 来 了 , 因为 这 个 菌落 接触 过 抗生素 也 不 能 再 用 了 。 最 后 , 在 不 含 抗 生 
素 的 培养 四 中 把 对 应 于 抗 性 菌落 的 那个 菌落 挑 出 来 , 在 不 含 抗生素 的 培养 液 中 培 
养 ,这 样 就 得 到 了 一 个 菌株 , 它 就 是 能 抗 每 毫升 1 000 U 抗 生 素 的 抗 性 菌株 。 

通过 这 一 整套 实验 , 莱 德 伯 格 夫妇 从 一 个 敏感 菌株 出 发 , 把 选择 因素 和 一 代 
又 一 代 的 菌株 选 育 过 程 紧 密 结合 而 又 严格 分 开 , 最 后 获得 一 株 抗 性 品系 , 这 个 菌 
株 自 始 至 终 没 有 接触 过 抗生素 。 这 个 实验 把 所 谓 抗生素 诱发 了 细菌 的 抗 药性 的 
获得 性 遗传 概念 彻底 粉碎 了 。 莱 德 伯 格 夫妇 的 实验 简单 明白 、 构 思 了 巧妙、 设计 精 
密 , 用 极 简 便 的 方法 完成 了 重大 的 理论 研究 ,达到 了 无 懈 可 击 的 地 步 。 

4. 证 实 DNA 是 遗传 物质 的 判断 性 试验 ”1944 年 艾 弗 里 等 的 工作 非但 没有 
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使 人 接受 DNA 是 遗传 物质 的 新 概念 , 反而 遭 到 了 非常 保守 的 批评 。 批 评 者 说 :“ 不 
论 转 化 因子 如 何 纯净 , 它 仍然 可 能 残留 着 一 丝 蛋 白 的 污染 , 说 不 定 这 丝 污 染 的 蛋 
白 就 是 真正 的 转化 因子 。” 这 种 批评 是 由 于 人 们 对 德国 著名 化 学 家 温 尔 斯 忒 特 (R. 
Willstatte )20 世 纪 20 年 代 的 错误 仍 记 忆 狂 新。 当时 温 尔 斯 忒 特 宣 称 他 制 得 了 不 含 
蛋白 质 的 酶 制剂 , 还 说 酶 不 是 和 蛋白质。 这 位 化 学 家 的 错误 观点 把 酶 学 研究 拖延 了 
将 近 10 年 。 到 了 40 年 代 , 温 尔 斯 忒 特 的 “幽灵 ” 使 基因 的 研究 又 拖延 了 整整 10 年。 

1949 年 在 卢 里 亚 实验 室 工作 的 工 安 德 森 (T F. Anderson) 做 了 一 个 名 为 “ 渗 
震 ” 的 试验 。 他 发 现 突然 改变 叭 菌 体 悬浮 液 的 盐 浓 度 会 使 吹 菌 体 失 去 侵 染 能 力 ， 
同时 释 出 线性 DNA 分 子 。 在 这 个 实验 启发 下 赫 尔 希 和 袭 斯 用 搅拌 试验 证 明 鸣 菌 
体感 染 细菌 时 ,注入 细菌 细胞 的 是 DNA ,而 蛋白 质 外 壳 则 留 在 菌 体 之 外 。 

赫 尔 希 和 蔡 斯 是 两 个 跟着 德尔 布 吕 克 以 哈 菌 体 为 材料 做 研究 的 年 轻 人 。 噬 
菌 体 只 有 蛋白质 外 壳 和 DNA 内 核 两 部 分 , 如 果 感 染 细 菌 的 时 候 进 入 寄主 细胞 的 
ERREA, 而 且 进 去 的 蛋白 质 在 细菌 细胞 内 又 能 完整 地 复制 出 子 代 哈 菌 
体 ,那么 可 以 推断 蛋白 质 是 遗传 物质 。 反 过 来 , 感染 时 进入 寄主 细胞 的 是 哈 菌 体 
的 DNA 内 核 , 而 且 进 去 的 DNA 在 细菌 细胞 内 又 能 完整 地 复制 出 子 代 哈 菌 体 , 那 
么 可 以 推断 DNA 是 遗传 物质 。 所 以 , 噬菌体 可 以 一 清二 楚 地 回答 什么 是 遗传 物 
质 这 个 问题 。 赫 尔 希 和 莹 斯 的 实验 分 成 两 组 : 第 一 组 用 放射 性 磷 (>P ) 标 记 噬 菌 
(KA DNA; 第 三 组 用 放射 性 硫 (2S ) 标记 喉 菌 体 的 蛋白 质 , 两 组 带 有 放射 性 的 鸣 
菌 体 分 别 感 染 大 肠 杆菌 。 待 标记 的 鸣 菌 体 与 大 肠 杆 菌 混合 并 吸附 后 ,经 低速 离心 
把 细菌 和 未 吸附 的 游离 哈 菌 体 分 开 。 然 后 将 沉淀 的 细菌 重新 悬浮 ,并 剧烈 搅拌 ， 
利用 切 应 力 把 吸附 于 细菌 的 细胞 壁 却 未 进入 细菌 细胞 的 哈 菌 体 部 件 和 细菌 分 开 ， 
再 经 过 离心 把 细菌 沉淀 下 来 。 最 后 分 别 测定 两 组 实验 中 沉淀 部 分 和 上 清 液 的 放 
射 性 强度 ,以 及 子 商 哈 菌 体 的 感染 力 ( 图 1-14)。 
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图 1-14 搅拌 实验 ( 改 自 S. G. Stent) 
(a) 搅拌 实验 结果 ;(b) 实验 结果 的 解释 示意 图 
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从 图 1-14a 中 的 三 条 曲线 可 以 将 实验 结果 归纳 为 三 点 : @ 经 噬菌体 感染 的 
细菌 产生 子 哈 菌 体 的 能 力 不 受 剧烈 搅拌 等 实验 操作 的 影响 ; @) 搅拌 的 切 应 力 使 
80% 已 吸附 于 细菌 的 5S 脱 落 而 留 在 上 清 液 中 ; @ 同样 的 搅拌 只 能 使 不 到 30% 
已 吸附 的 *P 从 菌 壁 上 脱落 下 来 。 值 得 注意 的 是 , 所 有 脱落 的 *P 中 有 一 半 是 在 搅 
拌 之 前 就 已 经 释放 于 溶液 中 了 。 据 此 三 点 , 赫 尔 希 和 蔡 斯 认为 , 绝 大 部 分 哈 菌 体 
DNA 在 侵 染 早期 就 进入 了 细菌 菌 体 , 而 绝 大 部 分 吹 菌 体 蛋 白质 遗留 在 菌 体 之 外 。 
剧烈 的 搅拌 所 产生 的 切 应 力 使 吸附 于 菌 壁 的 哈 菌 体 空 壳 尾 部 发 生 断 裂 , 使 原先 吸 
附 于 菌 壁 的 且 曾 经 包装 过 噬菌体 DNA 的 空 沉 释放 于 培养 液 中 。 受 侵 染 细菌 产生 
子 毅 鸣 菌 体 的 能 力 不 受 搅拌 的 影响 , 则 表明 释 出 DNA 后 的 蛋白 质 外 壳 对 鸣 菌 体 在 
寄主 细胞 中 的 复制 和 增殖 过 程 不 起 作用 , 和 蛋白质 外 壳 只 是 在 侵 染 的 初始 阶段 对 吸 
附 过 程 起 决定 作用 。 替 尔 希 和 化 斯 的 实验 表明 , 不 是 噬菌体 的 蛋白 质 , Fe a 
体 的 DNA 在 生物 化 学 上 与 子 鸣 菌 体 的 增殖 有 关 , 强烈 提示 DNA 是 遗传 信息 的 载 
体 , DNA 可 以 决定 DNA 的 复制 ,DNA 可 以 决定 基因 功能 的 表达 , 决定 外 壳 蛋 白质 
的 合成 。 赫 尔 希 和 化 斯 在 1952 年 发 表 的 文章 促使 人 们 思考 并 开始 接受 DNA 是 遗 
传 信 息 载体 的 观点 ,促进 了 对 DNA 本 身 的 物理 、 化 学 和 生物 学 研究 。 

综 上 所 述 , 以 哈 菌 体 为 主要 实验 材料 的 信息 学 派对 于 阐明 遗传 物质 的 化 学 本 
质 、 阐 明 突 变 的 自发 本 质 、 发 展 分子 生 物 学 的 理论 和 实验 技术 , 以 及 引进 新 的 实验 
材料 是 有 重大 贡献 的 ,但 是 并 没有 解决 基因 的 结构 和 功能 这 个 遗传 学 的 根本 问题 。 
原因 至 少 有 两 条 : 一 是 信息 学 派 自始至终 把 研究 集中 在 信息 问题 上 ,早期 重点 研究 
蛋白 质 , 很 少 注意 到 核酸 。 因 为 当时 多 数 科学 家 认为 蛋白 质 是 唯一 已 知 其 结构 元 
件 呈 现 线性 顺序 排列 的 生物 大 分 子 , 在 氨基 酸 这 种 特殊 亚 单位 的 线性 顺序 中 很 可 
能 载 负 着 遗传 信息 ; 二 是 多 数 信息 学 派 的 科学 家 都 不 重视 当时 的 生物 化 学 研究 ,他 
们 感到 当时 生化 实验 技术 实在 是 太 粗糙 了 , 根本 不 能 用 来 研究 单 分 子 反 应 , 而 在 一 
个 细胞 中 等 位 基因 只 有 一 个 或 两 个 。 他 们 就 这 样 放 过 了 在 20 世 纪 40 年 代 快 速 发 
展 , 且 卓 有 建树 的 生化 遗传 学 研究 ,其 中 包括 艾 弗 里 和 比 德尔 等 的 开创 性 工作 。 

1952 年 赫 尔 希 和 化 斯 的 实验 证 实 , 只 有 噬菌体 DNA, 而 绝 不 是 蛋白 质 , 在 生化 
上 与 新 的 鸣 菌 体 复制 增殖 有 关 。 这 件 事 实际 上 宣告 了 以 寻求 新 的 物理 学 原理 为 目 
的 的 旧 信息 学 派 的 终结 , 因为 生物 体 的 复制 和 增殖 已 经 可 以 用 鸣 菌 体 DNA 的 自体 
催化 和 异体 催化 这 两 种 功能 来 阐明 。 自 体 催 化 是 指 生物 大 分 子 催化 合成 自身 的 
若干 关键 反应 的 能 力 , 异体 催化 是 指 生物 大 分 子 催 化 别 的 大 分 子 合成 的 反应 能 力 。 
前 者 使 哈 菌 体 DNA 无 数 次 地 复制 自身 的 结构 和 信息 以 完成 自我 复制 ; Pe 
体 DNA 指 导 和 决定 吹 菌 体 蛋 白质 的 合成 , 以 及 喉 菌 体 颗粒 的 装配 。 当 时 对 这 两 种 
催化 过 程 的 细节 是 知之 甚 微 的 。 但 在 这 以 后 的 10 年 中 ,由 于 信息 学 派生 化 学 派 和 
结构 学 派 的 共同 努力 , 终于 弄 清 楚 了 DNA 的 结构 和 功能 , 迎 来 了 分 子 遗 传 学 的 黄 
金 时 代 。 这 个 飞跃 是 以 沃 森 和 克 里 克 关于 DNA 结构 双 螺 旋 模型 的 工作 为 标志 的 。 


1.4.3 DNA 结构 模型 的 提出 
先 简 单 介绍 一 下 沃 森 和 克 里 克 。 沃 森 1928 年 出 生 , 15 岁 进 芝加哥 大 学 动物 
学 专业 学 习 , 很 快 就 对 薛 定 雇 的 《生命 是 什么 》 这 本 书 着 了 迷 , 他 说 “这 本 书 使 他 
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一 下 子 走 上 了 发 现 基因 秘密 的 歧途 ”。 大 学 毕业 后 ,他 申请 进 哈佛 大 学 和 加 州 理 
工学 院 读 研究 生 均 遭 拒绝 ,后 来 进入 印第安 纳 大 学 生物 系 。 当 时 的 印第安 纳 大 
学 十 分 自豪 , 因为 刚刚 获得 诺 贝 尔 奖 的 马 勒 在 那儿 执教 。 但 是 沃 森 很 快 就 明白 ， 
马 勒 和 果 蝇 学 派 是 很 难 回答 苹 定 户 的 挑战 的 。 不 久 他 选择 了 德尔 布 吕 克 的 好 朋 
友 卢 里 亚 为 博士 论文 的 指导 老师 , 专攻 叭 菌 体 遗传 学 。 沃 森 非 常 敬仰 德尔 布 吕 
克 ,认为 正 是 德尔 布 吕 克 把 玻 尔 和 苹 定 户 的 思想 具体 化 了 。1948 年 , 他 在 卢 里 亚 
的 实验 室 里 见 到 了 他 心目 中 的 偶像 德尔 布 吕 克 , 并 立志 要 研究 DNA 的 结构 , 研 
究 DNA 的 自体 催化 和 异体 催化 的 具体 方式 和 途径 。 必 须 指出 , 沃 森 有 一 点 比 德 
尔 布 昌 克 强 , 他 重视 生物 化 学 的 研究 , 深 知 要 研究 基因 的 结构 ,就 必须 彻底 弄 清楚 
DNA 的 分 子 结构 。1951 年 他 拿 到 博士 学 位 后 , 就 请 教 他 的 老师 卢 里 亚 :“ 我 现在 
应 该 做 什么 ?” 卢 里 亚 与 他 讨论 了 艾 弗 里 1944 年 发 表 的 论文 后 说 , 你 应 该 到 欧洲 
去 研究 DNA, 因为 我 觉得 DNA 确实 有 点 像 是 遗传 物质 。 沃 森 听 从 了 老师 的 话 到 
了 剑桥 ,他 在 剑桥 加 入 了 专门 做 分 子 生物 学 研究 的 卡 文 迪 什 和 实验 室 。 

沃 森 在 剑桥 遇 到 了 克 里 克 。 第 二 次 世界 大 战 前 区 里 克 是 伦敦 大 学 物理 系 的 
学 生 , 战 时 他 应 召 加 入 英国 皇家 海军 科学 研究 所 , 从 事 用 仪器 侦察 德国 战舰 动向 
的 情报 工作 。 就 在 这 段 时 间 , 他 读 了 玻 尔 的 《生命 和 光 》 和 莅 定 证 的 《生命 是 什 
么 ), 也 想 从 物理 学 转 到 生命 科学 ,但 他 并 不 认为 研究 生物 学 会 发 现 物 理学 的 新 
理论 , 他 感 兴趣 的 是 用 物理 学 手段 去 研究 生命 大 分 子 的 结构 ,他 相信 运用 物理 学 
和 化 学 的 概念 和 精确 的 术语 来 重新 思考 生物 学 的 基本 问题 是 会 有 成 果 的 。 他 相 
信 “ 了 不 起 的 事 就 会 在 身边 发 生 ”。 战 后 , 克 里 克 来 到 剑桥 参加 了 佩 鲁 欧 的 实验 
室 ,开始 用 晶体 X 射 线 衍 射 技术 研究 血红 蛋白 的 结构 。 他 大 量 阅 读 有 关 论 文 , 以 
弥补 自己 在 X 射 线 衍 射 晶体 学 方面 的 知识 欠缺 。 不 久 , 他 就 对 老 一 套 晶 体 结构 学 
提出 了 疑问 , 毫 无 顾忌 地 择 击 传统 的 思想 和 概念 。 正 是 这 种 品格 把 年 轻 的 沃 森 很 
快 地 吸引 过 来 ,并 和 他 一 起 工作 。 沃 森 兴 奋 异常 地 发 现 克 里 克也 和 他 一 样 热衷 于 
探求 基因 的 分 子 本 质 。1951 年 沃 森 在 给 德尔 布 吕 克 的 信 中 写 道 :“ 毫 无 疑问 , 克 
里 克 是 我 的 同事 中 最 光彩 夺目 的 一 个 人 。 他 从 不 间断 思考 和 谈论 。 我 的 许多 时 
间 是 在 他 家 度 过 的 ,我 时 时 感到 自己 处 于 亢奋 、 激 动 和 充满 生气 的 状态 。 克 里 克 
把 优秀 的 青年 科学 家 聚集 在 周围 , 在 他 家 可 以 见 到 剑桥 的 各 种 人 物 。” 克 里 克 不 
但 善于 表达 自己 的 思想 ,还 能 把 别人 的 思想 非常 条 理化 地 表达 出 来 。 沃 森 说 :“ 克 
里 克 理 清 问题 和 表达 别人 思想 的 速度 之 快 , 令 人 倒 吸 一 口 冷气 。 正 是 这 种 不 停 
顿 地 思考 和 议论 的 魅力 把 年 轻 的 沃 森 吸 引 到 了 克 里 克 的 身边 。 沃 森 和 克 里 克 在 
一 起 很 快 就 形成 了 浓 浓 的 学 术 讨论 甚至 争论 的 气氛 。 

克 里 克 是 物理 学 家 , 沃 森 是 噬菌体 遗传 学 家 。 克 里 克 对 遗传 学 的 兴趣 使 他 臻 
力 于 生命 大 分 子 的 研究 , 而 沃 森 则 把 注意 力 集中 于 遗传 信息 及 其 物质 载体 。 他 们 
在 知识 和 能 力 上 是 互补 的 。 在 沃 森 看 来 , 克 里 克 是 一 位 富有 思想 又 精 于 结构 分 析 
的 物理 学 家 。 在 克 里 克 的 心目 中 , 沃 森 是 一 位 精通 遗传 学 的 生物 学 家 , 立志 搞 清 
楚 基因 在 分 子 水 平 是 如 何 发 挥 作用 的 。 从 1951 年 秋天 到 1953 年 4 月 , RRA 
里 克 进 行 了 现代 生物 学 历史 上 最 动人 心弦 的 合作 ,整个 合作 过 程 会 让 我 们 领略 分 
子 遗 传 学 是 怎样 起 源 于 结构 学 家 、 信 息 学 家 、 生 物化 学 家 和 遗传 学 家 在 基因 研究 
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中 的 通力 合作 的 。 

沃 森 和 克 里 克 所 在 的 卡 文 迪 什 实 验 室 的 主任 是 .布拉格 ,他 的 父亲 HH. 布 拉 
格 是 用 X 射 线 衍射 分 析 技 术 研 究 晶体 结构 的 第 一 人 。L. 布 拉 格 非常 欣赏 克 里 
克 和 沃 森 , 认为 他 们 之 间 那 种 不 停顿 地 思考 和 议论 是 一 种 很 强 的 科学 创造 力 的 
表现 。 

沃 森 和 克 里 克 在 决定 一 起 研究 DNA 的 结构 后 , 立刻 确定 了 一 个 目标 : 要 提 
出 一 个 DNA 结构 模型 , 这 个 模型 不 仅 应 该 能 解释 XX 射线 衍射 分 析 的 资料 , 还 必 
须 能 阐明 DNA 的 自体 催化 和 异体 催化 的 机 制 。 这 个 模型 既 要 符合 已 知 的 有 关 
DNA 的 物理 、 化 学 知识 和 结构 信息 , 又 要 能 诠释 基因 是 怎样 复制 的 , 基因 是 怎样 
世代 相传 的 , 基因 是 怎样 突变 的 , 基因 是 怎样 表达 功能 、 怎 样 决定 蛋白 质 结构 的 。 
为 此 他 们 要 做 的 第 一 件 事 情 就 是 掌握 现 有 的 有 关 DNA 的 全 部 资料 。 

DNA 是 25 岁 的 瑞士 青年 化 学 家 米 吹 尔 在 1869 年 发 现 的 。 到 20 世 纪 50 年 
代 , 人 们 已 经 知道 DNA 是 一 个 长 链 大 分 子 , 在 整个 线 状 分 子 的 长 度 上 , 分 子 的 直 
径 是 恒定 的 。 这 个 分 子 有 三 种 组 分 : 磷酸 根 、 含 五 碳 的 脱氧 核糖 碱 基 。DNA 中 的 
碱 基 有 四 种 : PERES, BIREN (A) ALS ES (G); PERRE, EERE (C) 和 
胸腺 喀 啶 (T)。 一 个 碱 基 、 一 个 五 碳 的 脱氧 核糖 和 一 个 磷酸 根 可 以 组 成 一 个 叫 作 
核 苷 酸 的 结构 亚 单位 , 一 个 个 亚 单位 至 合 起 来 ,组 成 了 柱状 的 DNA 大 分 子 。X 射 
线 衍射 分 析 表 明 , 磷酸 根 和 五 碳 糖 通过 磷脂 键 相 连 形成 分 子 的 主轴 。 层 与 层 之 间 
的 距离 是 0.34 nm。 这 些 就 是 他 们 当时 知道 的 有 关 DNA 的 全 部 知识 和 信息 , 也 就 
是 他 们 研究 的 出 发 点 。 现 在 ,出 发 点 清楚 了 , 目标 也 清楚 了 ,问题 是 选择 从 出 发 点 
达到 目标 的 途径 ,也 就 是 研究 的 战略 和 战术 。 

他 们 面临 的 第 一 个 问题 是 如 何 设 想 DNA 分 子 中 核 苷 酸 的 排列 和 连接 , 才能 
保证 DNA 大 分 子 内 部 的 几何 协调 和 力 的 平衡 , 并 在 化 学 上 趋 于 最 稳 态 , 还 要 保证 
DNA 作为 遗传 物质 所 需 的 复制 精确 性 。 这 就 不 但 要 考虑 核 苷 酸 排列 在 几何 学 的 可 
能 性 , 还 要 考虑 分 子 内 和 分 子 间 各 种 力 的 平衡 。 组 成 分 子 骨架 的 糖 磷脂 键 是 结合 
力 很 强 的 共 价 键 , X 射 线 衔 射 分 析 还 表明 DNA 分子 有 不 止 一 个 这 种 糖 磷脂 骨架 。 
那么 两 个 或 更 多 个 长 链 又 是 如 何 结合 在 一 起 的 呢 ? 很 可 能 几 条 多 核 苷 酸 链 靠 碱 基 
之 间 的 氢 键 (一 种 靠 范 德 瓦 耳 斯 力 吸引 的 较 弱 的 键 ) 相互 连接 。 如 果 是 这 样 , 那 碱 
基 间 就 有 三 种 不 同 连接 方式 : O 相同 的 碱 基 相 互 连 接 , 如 A 与 A 相连 ,T 与 T 相 连 ; 
@ 相同 类 别 的 碱 基 相 连 , BES Se ene SEALE; O 不 同类 别 的 碱 基 相 
É, 即 味 叭 与 喀 喧 相连。 还 要 考虑 这 种 连接 究竟 是 不 同 多 核 背 酸 链 上 的 碱 基 相 互 
连接 , 还 是 同一 条 链 不 同 部 位 上 的 碱 基 相 互 连 接 ? 这 后 一 种 设想 也 就 是 所 谓 单 链 
回旋 折 徐 自我 连接 , 这 也 是 沃 森 和 克 里 克 最 初 的 想法 , 他 们 显然 受 了 蛋白 质 肽 链 折 
至 模式 的 影响 。 在 接 下 来 的 一 年 半 中 ,至 少 有 四 件 事 使 他 们 握 弃 了 这 种 看 法 。 

第 一 件 事 情 : 沃 森 和 克 里 克 曾经 和 一 个 叫 丁 格 里 菲 思 (J. Griffith) 的 数学 系 研 
究 生 反复 讨论 过 基因 复制 问题 。 工 格 里 菲 思 也 非常 关心 基因 问题 。 他 认为 基因 的 
复制 一 定 是 以 互补 的 方式 交替 形成 不 同 的 互补 面 ,不 断 地 拆 开 来 合成 , 合成 后 又 
拆 开 , 这 可 能 就 是 DNA 分 子 合成 的 机 制 。 当 然 这 只 是 一 个 数学 家 的 猜测 。1952 
年 6 月 ,在 听 完 天 文学 家 戈 尔 德 (T. Gold) 的 讲座 “完美 的 宇宙 学 原理 ”后 , 沃 森 、 
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克 里 克 和 了 J 格 里 菲 思 谈 论 有 没有 “完美 的 生物 学 原理 ”, 他 们 又 一 次 谈 到 DNA 的 
复制 , 谈 到 DNA 分 子 中 碱 基 间 如 何 才 能 形成 稳 态 结构 。J. 格 里 菲 思 应 沃 森 和 克 里 
克 的 请 求 , 答应 用 量子 力学 和 化 学 键 理论 来 计算 不 同 碱 基 间 的 吸引 力 大 小 , 以 及 
如 何 搭配 才能 使 分 子 趋 于 最 稳 态 。 不 久 ,J 格 里 菲 思 告 诉 他 们 ,理论 计算 表明 A 吸 
引 T,G 吸 引 C。 克 里 克 立 刻 想到 ,A 吸引 B、B 吸 引 A, 这 样 相互 形成 的 专 一 性 配对 
不 就 能 解释 链 的 复制 吗 ?” 那 么 ,怎样 把 碱 基 互 补 和 DNA 分 子 的 三 维 结构 联系 起 来 
We? 克 里 克 动脑 筋 的 速度 实在 太 快 了 , 甚至 连 本 格 里 菲 思 所 讲 的 相互 间 吸 引力 最 
大 的 碱 基 对 是 什么 都 没有 完全 记 住 。 

第 二 件 事 情 : 1952 年 六 七 月 间 , 哥伦比亚 大 学 教授 查 加 夫 (E. Chargaff) 访问 
剑桥 ,来 到 卡 文 迪 什 实验 室 。 和 蛋白 质 晶体 分 析 专 家 肯 德 鲁 把 两 位 年 轻 人 介绍 给 查 
加 夫 。 这 是 一 次 非常 重要 的 会 见 , 克 里 克 多 年 后 记述 了 这 次 会 见 :起初 , 我们 谈 
了 许多 有 关 和 蛋白 质 的 问题 , 后 来 我 问 及 核酸 研究 现状 , 查 加 夫 顿 了 一 下 说 : 一句 
话说 完 , 就 是 1:1” 。 我 又 问 1: 1 是 什么 意思 , 他 说 , 文章 都 已 经 发 表 了 。 毫 无 疑 
问 , 我 顿时 醒悟 到 我 们 漏 读 了 查 加 夫 的 重要 文章 , 感到 茫然 若 失 。 他 又 补充 了 一 
句 ,“ 这 是 电 效 应 的 缘故 ' 。 我 突然 闪现 了 一 个 念头 , 天 哪 ! 1: 1 不 就 是 互补 配对 
吗 ? 我 一 点 也 没有 听见 他 接 下 来 还 讲 了 些 什 么 。 告 别 了 查 加 夫 , 我 立刻 去 找 械 格 
EER, 请 他 再 告诉 我 , 理论 计算 表明 哪 两 种 碱 基 间 吸 引力 最 大 。 我 转 而 去 查阅 
查 加 夫 的 文章 ,顿时 惊 呆 了 ! 查 加 夫 的 文章 竟然 彻底 颠覆 了 人 们 对 DNA 的 看 法 。 

早 在 1929 年 , 核酸 研究 的 权威 列 文 (P-A. Levene) 提出 了 一 个 所 谓 的 “四 核 苷 酸 
学 说 ”, 认 为 在 DNA 分 子 中 ,AT.G、`C 这 四 种 核 苷 酸 组 成 一 个 小 的 分 子 集团 ,很 多 个 
ATGC 分 子 集团 连接 起 来 就 是 一 个 DNA 分 子 。 根 据 四 核 背 酸 学 说 , DNA 只 能 是 许 许 
多 多 ATGC 四 联 体 的 重复 排列 , 就 像 淀粉 是 许 许多 多 葡萄 糖分 子 重复 排列 一 样 ,这 种 
没有 任何 变化 的 分 子 是 不 可 能 负荷 千变万化 的 遗传 信息 的 。 然 而 , 查 加 夫 的 文章 彻 
底 推翻 了 列 文 的 错误 观点 。 查 加 夫 对 来 源 于 不 同 动物 和 植物 的 不 同 细胞 的 DNA 都 
做 了 精确 的 定量 分 析 , 结果 发 现任 何 生物 或 者 一 种 生物 中 的 不 同 细胞 里 DNA 分 子 中 
的 A 与 T 的 摩尔 数 总 是 相等 的 ,G 与 C 的 摩尔 数 也 总 是 相等 的 。 这 样 ,DNA 分 子 中 嗓 
蛤 的 总 量 和 喀 啶 的 总 量 也 是 相等 的 。 令 克 里 克 感到 十 分 惊喜 的 是 ,J 格 里 非 思 的 计 
算 也 强烈 提示 在 力学 上 , 最 稳定 的 碱 基 对 是 A 与 T 相 配 、G 与 C 相 配 。 这 正 是 查 加 夫 
实验 中 摩尔 数 呈 现 1: 1 比例 的 碱 基 对 。 即 在 DNA 分 子 中 ,[A]=[T].[G]=[C]。 
这 就 是 著名 的 查 加 夫 当 量 定律 ,是 碱 基 专 一 性 配对 的 化 学 基础 。 

看 了 查 加 夫 的 文章 , 再 加 上 了 丁 格 里 菲 思 的 数学 运算 , 克 里 克 一 定 想到 了 碱 基 
专 一 性 配对 的 问题 ,但 这 必须 有 一 个 先决 条 件 :只 有 DNA 是 双 链 分 子 , 才 有 可 能 
进行 碱 基 专 一 性 配对 。 即 这 条 链 上 的 A 和 那 条 链 上 的 T 配 起 来 , 这 条 链 上 的 G 和 
那 条 链 上 的 C 配 起 来 。 但 是 , 他 当时 还 不 知道 DNA 分子 有 多 少 条 链 , 因为 从 分 子 
密度 来 说 DNA 分 子 可 能 是 双 链 ,也 可 能 是 三 链 。 如 果 是 三 链 的 话 , 查 加 夫 当 量 定 
律 就 很 难 应 用 到 DNA 分 子 模型 的 构建 上 去 。 

第 三 件 事情 : 沃 森 和 克 里 克成 功 地 运用 了 量子 化 学 家 鲍 林 提出 的 生物 大 分 
子 结构 分 析 方 法 。 鲍 林 根 据 量子 力学 原理 , 提出 了 作为 量子 化 学 基石 的 化 学 键 理 
论 , 在 蛋白 质 结构 研究 中 提出 了 上 肽 链 折 炙 通过 毛 键 形成 a 螺旋 的 学 说 。 他 通过 多 
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肽 链 基本 构件 的 拼装 组 合 , 构建 出 符合 蛋白 质 晶体 X 射 线 衍 射 分 析 图 像 的 结构 模 
型 , 第 一 次 用 物理 量 来 描述 和 研究 蛋白 质 分 子 的 螺旋 直径 , 并 据 此 建立 了 结构 分 
析 的 所 谓 “ 第 一 性 原理 ”, 又 称 逼 近 法 。 这 种 方法 要 求 从 生物 大 分 子 最 基本 的 构件 
出 发 , 运用 化 学 规律 找 出 构件 间 可 能 形成 的 所 有 排列 方式 , 特别 要 考虑 对 整个 大 
分 子 结构 稳定 有 决定 作用 的 氧 键 的 形成 方式 ; 再 将 所 获得 的 各 种 理论 模型 与 X 射 
线 图 像 一 一 比 对 , 不 断 修正 , 决定 取舍 。 沃 森 和 克 里 克 将 鲍 林 在 蛋白 质 结构 研究 
HEREKE AHAA] DNA 结构 模型 的 构建 研究 中 来 。 他 们 测定 了 DNA 中 
各 种 味 叭 和 喀 啶 的 大 小 、 碱 基 对 的 排列 、 氧 键 的 引力 ,以 及 DNA 分 子 的 直径 、 螺 距 、 
键 角 等 结构 数据 ,再 与 衍射 图 像 一 一 比 对 ;不 断 校正 ,逐步 逼 近 真 实 状 态 。 

1952 年 冬天 , 沃 森 和 克 里 克 的 工作 越 来 越 紧张 ,为 了 和 鲍 林 竞争 , 他 们 一 再 
加 快 研究 工作 的 步子 。 鲍 林 的 研究 表明 DNA 并 不 是 单 链 , 而 可 能 是 双 链 或 三 链 ， 
却 还 没有 获得 碱 基 和 糖 磷 脂 骨 架 之 间 关 系 的 实验 证 据 。 当 时 , 威 尔 金 斯 和 语 兰 克 
林 也 在 利用 XX 射线 衍射 图 像 分 析 DNA 的 结构 ,并 与 沃 森 和 克 里 殉 保持 着 经 常 的 
联系 和 深入 的 交流 。 威 尔 金 斯 和 富兰克林 作为 晶体 结构 学 家 , 总 是 先 从 衍射 图 
像 中 形状 和 大 小 不 同 的 点 及 点 的 分 布 和 密集 程度 出 发 , 详细 分 析 衍 射 点 的 分 布 
特点 , 经 数学 变换 , 将 衍射 图 像 诠释 为 分 子 中 的 各 种 化 学 键 的 键 长 、 键 角 等 结构 
要 素 。 富 兰 克 林 的 DNA X 射 线 衍 射 照片 对 沃 森 和 克 里 克 的 研究 起 了 决定 性 的 作 
用 。 富 兰 克 林 的 照片 除了 提示 DNA 大 分 子 呈 周期 性 的 螺旋 形 外 , 还 对 沃 森 和 克 
里 克 有 两 点 重要 的 启示 : 在 DNA 的 螺旋 结构 中 糖 磷脂 骨架 在 外 侧 , 碱 基 在 分 
子 内 部 ,这 是 非常 重要 的 发 现 ; Q DNA 一 定 是 双 链 或 三 链 ,不 可 能 是 其 他 形式 。 

1953 年 2 月 初 , 沃 森 和 克 里 克 赶 到 伦敦 威 尔 金 斯 的 实验 室 , 发 现 富兰克林 得 
到 的 X 射 线 衍射 分 析 照 片 既 能 解释 双 链 结构 模型 , 又 能 解释 三 链 结构 。 使 他 们 感 
到 意外 的 是 富兰克林 一 年 前 提出 的 “ 糖 磷脂 在 外 , 碱 基 在 内 ”的 假设 已 被 又 射线 
衍射 分 析 证 实 。 返 回 剑桥 后 , 沃 森 和 克 里 克 天 天 搭 模型 来 探索 DNA 是 双 链 还 是 
三 链 的 问题 。 值 得 一 提 的 是 , 鲍 林 也 在 美国 加 州 理工 学 院 研究 DNA 模 型 , 鲍 林 做 
大 分 子 结构 已 经 非常 有 经 验 了 , 他 是 诺 贝尔 化 学 奖 的 得 主 , 声望 很 高 。 他 还 有 一 
个 儿子 叫 P 鲍 林 (P Pauling), 也 在 卡 文 迪 什 实验 室 工作 , 彼得 完全 知道 父亲 在 做 
什么 ,也 知道 沃 森 和 克 里 克 在 做 什么 ,但 是 他 恪守 职业 道德 ,没有 把 卡 文 迪 什 实验 
室 的 工作 传 给 加 州 理工 学 院 他 父亲 的 实验 室 。 

现在 , 摆 在 沃 森 和 克 里 克 面前 的 问题 是 DNA 分 子 究竟 由 双 链 还 是 三 链 组 
成 ? 这 些 链 又 是 怎样 相互 连接 的 ? 

第 四 件 事 情 : 我 们 知道 有 机 化 合 物 的 分 子 在 不 同 条 件 下 往往 具有 不 同 的 构 
型 , 它们 互 为 异 构 体 。 当 时 , 沃 森 和 克 里 克 画 在 草图 上 的 碱 基 只 是 若干 种 异 构 体 
中 的 一 种 ,这 种 结构 很 难 同时 符合 分 子 的 几何 结构 匹配 和 化 学 稳定 性 要 求 。 他 们 
去 请 教 在 实验 室 访问 的 多 诺 霍 (J. Donohue)。 多 诺 霍 曾经 是 和 鲍 林 共事 的 量子 
化 学 家 , 他 看 了 沃 森 的 草图 后 , 立刻 指出 他 画 的 碱 基 构 型 属于 烯 醇 式 , 只 有 改 为 
酮 式 异 构 体 后 才能 同时 满足 几何 结构 匹配 和 化 学 稳定 性 的 要 求 。 这 一 改动 像 一 
道内 电 照 亮 了 三 个 人 的 思想 。 克 里 克 在 回忆 中 写 道 :“ 多 诺 霍 和 沃 森 站 在 黑板 旁 
边 ,我 坐 在 办 公 桌 一 侧 。 突 然 , 我 看 到 了 一 幅 碱 基 成 对 互补 的 图 像 , 它 能 解释 1: 1。 
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太 妙 了 ,真是 再 美 不 过 了 ! 就 在 1953 年 2 月 20 日 星期 五 的 这 一 刻 , 我 们 都 明白 
了 , 碱 基 在 分 子 内 部 , 它们 是 靠 氢 键 来 专 一 性 配对 的 。” 沃 森 很 快 发 现 , 在 酮 式 结 
构 情 况 下 , A 一 T 碱 基 对 与 G 一 C 碱 基 对 长 度 相 等 , 又 恰恰 与 DNA 分 子 的 直径 相 
当 , 这 使 沃 森 和 克 里 克 确信 DNA 是 双 链 而 不 是 三 链 。 

沃 森 和 克 里 克 花 了 整整 一 星期 时 间 来 设计 和 搭建 DNA 结 构 模 型 , 测量 了 
A 一 T 和 G 一 C 两 种 碱 基 对 和 DNA 长 链 上 每 一 种 键 的 旋转 角度 , 并 和 XX 射线 衍射 
图 像 一 一 比 对 ,不 断 修正 。 沃 森 以 惊人 的 记忆 力 把 从 威 尔 金 斯 和 富兰克林 实验 室 
得 到 的 新 的 信息 全 部 融入 了 这 个 模型 , 克 里 克 以 他 特有 的 思想 和 表达 能 力 把 一 切 
都 记述 下 来 。 他 们 的 合作 真是 到 了 水 乳 交融 、 你 我 不 分 的 地 步 。 

1953 年 4 月 2 日 他 们 把 论文 稿 寄 了 出 去 。 鲍 林 闻 讯 时 正在 赴 布鲁塞尔 开会 
途中 , 特地 于 4 日 赶 到 剑桥 。 他 仔细 看 了 模型 , 又 看 了 富兰克林 的 DNA 分 子 的 X 
射线 衍射 照片 , 当即 由 应 地 向 两 位 年 轻 人 表示 祝贺 。4 月 23 日 出 版 的 自然 杂志 
(Nature) 发 表 了 他 们 这 篇 仅 有 900 多 字 的 文章 4DNA 的 分 子 结构 》。 这 个 结构 模 
型 的 要 义 是 : DNA 是 一 个 长 长 的 双 链 分 子 , 由 两 条 同 轴 反 向 相互 缠绕 的 多 核 苷 酸 
链 组 成 , 外 侧 是 由 脱氧 核糖 和 磷酸 根 组 成 的 分 子 骨 架 , 中 间 是 由 互补 的 碱 基 对 组 
成 的 阶梯 , 碱 基 配对 方式 是 A 配 T,C 配 G。 碱 基 对 间距 为 0.34 nm, 每 10 个 碱 基 对 
形成 一 个 螺旋 周期 , 螺旋 直径 为 1 nm。 这 个 模型 既 能 从 螺旋 性 、 螺 距 、 分 子 直 径 、 
碱 基 对 的 几何 学 尺度 等 方面 阐明 X 射 线 衍 射 图 像 , 又 能 以 碱 基 专 一 性 互补 配对 来 
解释 查 加 夫 当 量 定律 (图 1-15, 图 1-16)。 


3.4 nm 


图 1-15 ARMER 
提出 的 DNA 双 螺旋 模型 

(a)DNA 双 螺旋 结 
构 模 型 ;(b)DNA 复 制 
模型 
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图 1-16 DNA 结 构 的 精确 模型 ( 改 自 L. Stryer) 
(a) DNA (B!) 的 X 射 线 衍射 图 ;(b) DNA 分 
子 侧 视图 ;(c)DNA 分 子 纵 剖 面 图 
脱氧 核糖 (五 边 形 ) 和 碱 基 ( 不 规则 多 边 形 ) 
沿 分 子 主轴 方向 呈 有 规则 排列 。 (b) (c) 





这 个 模型 不 但 外 形 美 ,更 有 内 在 的 科学 美 。 它 的 科学 美体 现在 两 个 方面 : 
碱 基 配 对 的 专 一 性 保证 了 复制 的 高 度 精确 性 , 只 要 一 条 链 上 的 碱 基 序 列 确 
ET, 其 互补 链 上 的 碱 基 序列 也 随 之 确定 了 ; @ 就 一 条 链 而 言 , 模型 并 不 限制 
碱 基 排列 顺序 的 变异 , 例如 一 段 1 000 个 核 苷 酸 对 组 成 的 DNA 可 以 有 4': 吧 (也 
可 以 用 10 表示) 种 不 同 的 排列 方式 , 保证 DNA 有 载 负 无 穷 多 样 的 遗传 信息 
的 可 能 性 。 这 个 模型 充分 体现 了 基因 的 两 个 主要 属性 : 变异 的 无 穷 多 样 性 和 
复制 的 高 度 精确 性 。 这 个 模型 既 说 明了 DNA 的 自体 催化 (复制 ) ,也 为 DNA 的 
异体 催化 (决定 蛋白 质 的 结构 ) 的 研究 铺 平 了 道路 。 同 时 , 这 个 模型 也 为 从 信 
息 论 的 角度 阐明 遗传 信息 的 储存 、 复 制 和 传递 的 基本 问题 奠定 了 基础 。 这 个 模 
型 是 从 孟 德 尔 开 始 的 许多 代 科学 家 集体 智慧 的 结晶 ,体现 了 一 条 艰辛 的 科学 创 
新 之 路 。 

现在 让 我 们 回顾 一 下 在 整个 研究 过 程 中 沃 森 和 克 里 克 做 了 一 些 什 么 事情 
呢 ?X 射 线 衍 射 照片 是 威 尔 金 斯 和 富兰克林 拍 的 ; 作为 碱 基 配 对 化 学 基础 的 当 
量 定律 是 查 加 夫 发 现 的 ; 将 碱 基 从 烯 醇 式 异 构 体 改 为 酮 式 异 构 体 的 是 多 诺 霍 ; 基 
于 量子 力学 原理 的 生物 大 分 子 结构 分 析 方 法 是 鲍 林 提出 来 的 。 然 而 ,所 有 这 些 人 
都 没有 发 现 DNA 分 子 结构 , 却 让 似乎 什么 都 没 做 的 沃 森 和 克 里 克 发 现 了 。 这 是 
什么 道理 呢 ? 这 是 因为 他 们 做 的 不 是 一 般 意义 上 的 观察 和 实验 , 而 是 通过 对 已 有 
的 来 自 各 个 学 科 各 个 实验 室 的 有 关 DNA 的 所 有 科学 资料 和 实验 结果 , 用 全 新 的 
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学 术 观 点 进行 审视 和 评价 , 再 把 它们 融合 在 一 起 , 形成 一 个 刀 新 的 整体 。 沃 森 和 
克 里 克 自 始 至 终 认为 他 们 研究 的 不 是 一 般 的 化 学 物质 的 结构 ,所 以 他 们 提出 的 
DNA 结构 模型 必须 满足 作为 遗传 物质 的 基本 要 求 , 即 变异 的 无 穷 多 样 性 和 复制 
的 高 度 精 确 性 。 这 种 从 遗传 学 出 发 的 立论 思想 是 一 般 的 物理 学 家 和 化 学 家 难以 
拥有 的 。 他 们 真正 做 到 了 诺 贝尔 奖 得 主 森 特 - 哲 尔 吉 (A. von Szent-Györgyi) 的 一 
名 名言“ 见 人 人 之 所 见 , 思 人 人 所 未 思 ”。 

一 个 新 的 学 术 思想 的 产生 不 一 定 总 要 依赖 新 的 实验 数据 或 材料 , 通过 重新 
审视 现 有 的 数据 资料 也 有 可 能 形成 新 的 、 革 命 性 的 思想 或 观点 。 沃 森 - 克 里 克 
模型 就 是 一 个 很 有 说 服 力 的 例子 , 他们 把 抽象 的 、 概 念 上 的 基因 演绎 成 了 物理 
学 上 非常 形象 的 分 子 结构 , 并 且 赋 了 予 碱 基 序列 有 无 穷 多 样 的 变异 可 能 性 , 它 还 
借助 碱 基 配 对 的 专 一 性 保证 了 遗传 物质 复制 的 高 度 精 确 性 。 可 以 说 没有 任何 
一 个 分 子 具 有 这 样 的 特性 , 它 是 DNA 分 子 的 生命 之 魂 。 他 们 文章 开头 的 第 一 
句 是 :“ 我 们 想 提 出 一 个 DNA 的 结构 , 这 个 结构 具有 一 些 有 着 重要 生物 学 意义 
的 新 特征 。” 文章 的 最 后 一 句 是 :“ 我 们 没有 忽略 我 们 提出 的 专 一 性 配对 , 直接 提 
示 了 遗传 物质 的 一 种 可 能 的 复制 机 制 。” 很 快 他 们 又 发 表 了 一 篇 文章 , 专门 讲述 
DNA 怎么 复制 。 

然而 ,在 1953 年 的 春天 ,这 个 模型 还 只 是 一 种 假设 , 它 还 有 待 于 实验 的 验证 。 


1.4.4 DNA 结构 模型 的 实验 证 明 

沃 森 、 克 里 克 提 出 的 DNA 的 双 螺 旋 结 构 模型 , 很 好 地 解释 了 X 射 线 衍射 分 
析 资 料 和 关于 DNA 的 生化 分 析 实 验 数 据 , 为 阐明 DNA 复 制 的 精确 性 和 信息 的 
多 样 性 黄 定 了 结构 基础 , 开创 了 分 子 和 遗传 学 , 这 个 模型 被 誉 为 “ 金 螺 旋 ”。 然而 ， 
DNA 真 是 这 样 的 吗 ? DNA 是 不 是 真 的 通过 碱 基 专 一 性 配对 来 复制 的 呢 ? 实际 
上 DNA 双 螺旋 模型 此 时 还 只 是 一 种 科学 假设 , 它 需要 实验 的 验证 。 爱 因 斯 坦 (A. 
Einstein) 有 句 名言, 他 说 : 证 实 一 个 理论 假设 的 最 困难 的 任务 是 , 你 必须 把 这 个 
理论 的 推论 发 展 到 使 它们 成 为 在 经 验 上 可 检验 的 地 步 。 

DNA 结 构 模 型 提出 后 不 久 , 美国 华盛顿 大 学 的 科恩 伯 格 (A. Kornberg) 分 离 
到 了 细菌 的 一 种 复合 酶 。 这 种 酶 能 催化 DNA 的 合成 , 但 必须 以 一 段 自然 的 DNA 
为 模板 ,新 合成 的 DNA 分 子 则 是 自然 的 DNA 复 制品 , 两 个 DNA 分 子 的 结构 是 一 
模 一 样 的。 科恩 伯 格 称 这 种 酶 为 DNA ZRA, 后 来 的 研究 表明 ,科恩 伯 格 当时 分 
离 到 的 酶 并 不 是 自然 条 件 下 的 DNA 复 制 酶 , 而 是 具有 损伤 修复 功能 的 一 种 DNA 
多 聚 酶 。 正 是 这 个 酶 , 在 1958 年 被 芝加哥 大 学 的 研究 生 梅 塞 尔 森 (M. Meselson) 
和 加 州 理 工学 院 的 青年 研究 人 员 斯 塔 尔 (F. Stahl) 用 来 做 了 一 个 证 实 DNA 分 子 
的 互补 性 和 复制 的 半 保 留 性 的 实验 。 冷 泉 港 研究 所 所 长 凯恩斯 (J. Cairns) 称 这 
个 实验 是 “生物 学 中 最 漂亮 的 实验 ”。 

梅 塞 尔 森 和 斯 塔 尔 先 设想 DNA 的 复制 到 底 有 多 少 种 可 能 的 方式 , 他 们 认 
为 应 该 有 三 种 可 能 性 (图 1-17)。 第 一 种 可 能 的 复制 方式 就 是 沃 森 和 克 里 克 
说 的 半 保 留 复制 模式 (semiconservative model), 即 复制 时 母 分 子 的 两 条 链 分 
开 , 各 自 以 自 己 为 模板 来 合成 子 链 DNA, 这 两 条 子 链 的 DNA 碱 基 序 列 跟 母 链 
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图 1-17 DNA 复 制 的 
三 种 可 能 模式 ( 引 自 D. 
T. Suzuki) 

(a) 半 保 留 复制 ; 
(b) 全 保留 复制 ;(c) W 
解 重建 型 复制 


第 一 次 复制 | ipi | 第 = 次 复制 | i; iy 
(a) 


| | 第 一 次 复制 
(b) 


ee 


(c) 


是 完全 一 样 的。 为 什么 叫 半 保留 呢 ? 因为 每 个 子 分 子 各 保留 了 一 条 母 链 , 再 
加 上 一 条 新 合成 的 子 链 。 经 过 第 二 次 复制 后 , 产生 四 个 子 分 子 , 其 中 有 两 个 分 
子 含有 一 条 第 一 代 的 母 链 , 另外 两 个 子 分 子 不 再 含有 第 一 代 的 母 链 。 第 二 种 
可 能 的 复制 方式 是 全 保留 复制 模式 (conservative model), 即 复制 时 母 分 子 的 
两 条 链 不 拆 开 , 而 是 以 整个 双 链 分 子 为 模板 来 合成 一 个 全 新 的 子 分 子 , 经 过 
第 二 次 复制 后 , 产生 的 四 个 子 分 子 中 , 其 中 有 一 个 分 子 保留 了 两 条 母 链 , 另外 
三 个 子 分 子 全 都 由 新 链 组 成 。 第 三 种 可 能 的 复制 方式 是 母 分 子 的 双 链 完全 打 
F, 并 降解 为 核 苷 酸 , 再 重新 合成 为 DNA 分子 , 称 为 裂解 重建 模式 (dispersive 
model), 但 每 个 分 子 中 都 包含 来 自 母 分 子 的 一 部 分 核 苷 酸 , 经 过 第 二 次 复制 
后 ,产生 的 每 个 子 分 子 中 仍然 含有 母 分 子 来 源 的 核 苷 酸 , 但 从 理论 上 讲 , 比例 
会 比 上 一 代 降 低 一 半 。 

要 证 实 三 种 复制 方式 中 哪 一 种 是 符合 实际 的 , 必须 要 能 区 分 参与 复制 的 各 
种 DNA 分 子 , 即 在 实验 中 准确 辨 明 在 各 种 复制 模式 中 , 母 分 子 是 什么 样子 的 ， 
第 一 次 复制 后 的 分 子 是 什么 样子 的 , 第 二 次 复制 后 的 分 子 是 什么 样子 的 。 一 般 
来 说 , 在 生物 合成 研究 中 最 常用 的 技术 是 放射 性 同位 素 标记 技术 。 例 如 , 要 了 
解 新 合成 的 未 知 蛋 白质 是 否 含 有 某 种 特定 的 氨基 酸 , 就 可 以 用 放射 性 同位 素 将 
合成 反应 底 物 中 的 这 种 氨基 酸 加 以 标记 , 合成 反应 完成 后 , 如 果 新 合成 的 蛋白 
质 有 放射 性 , 则 可 以 判定 它 含 有 这 种 氨基 酸 ; 反之 ,如果 新 合成 的 蛋白 质 没 有 放 
Ste, 则 可 以 判定 它 不 含有 这 种 氨基 酸 。 但 是 , 用 放射 性 同位 素 标记 方法 却 不 
能 区 分 通过 不 同 模式 复制 的 DNA 分 子 ,因为 无 论 采 用 哪 种 模式 复制 的 DNA 分 
子 , 理论 上 都 会 有 通过 不 止 一 种 合成 途径 的 分 子 被 标记 , 而 标记 上 放射 性 同位 
素 的 DNA 分 子 也 就 不 能 准确 辨 明 其 合成 的 具体 模式 了 。 如 何 用 实验 方法 来 区 
分 这 几 种 结构 相同 但 复制 途径 全 然 不 同 的 分 子 , 是 年 轻 的 梅 塞 尔 森 和 斯 塔 尔 要 
解决 的 问题 。 
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尽管 他 们 知道 在 一 般 的 生化 分 析 中 , 区 分 结构 相同 但 合成 途径 不 同 的 代谢 
物 的 最 有 效 方 法 也 是 放射 性 同位 素 标记 法 。 但 是 这 种 放射 性 标记 技术 在 区 分 
DNA 复 制 模型 上 是 无 能 为 力 的 。 试 想 如 用 放射 性 磷 来 标记 原始 的 DNA 分 子 ， 
则 由 三 种 模型 中 得 到 的 子 分 子 , 是 既 无 法 分 离 也 无 从 区 别 的 , 即使 能 将 被 放射 
性 磷 标 记 的 分 子 与 未 被 标记 的 分 子 分 开 , 至 少 还 有 三 种 分 子 因 为 都 携带 了 放射 
性 磷 而 不 能 进一步 区 分 。 

梅 塞 尔 森 和 斯 塔 尔 放 弃 了 这 一 条 路 ,而 设计 了 用 非 放射 性 的 重 元 素 标记 与 密 
度 梯度 离心 技术 相 结合 的 方法 来 区 分 和 鉴别 四 种 不 同 的 DNA 分 子 。 

根据 阿 基 米 德 原理 , 物体 在 液体 中 的 浮力 等 于 它 排 开 的 液体 的 重量 。 梅 塞 
尔 森 和 斯 塔 尔 发 现 , 浓度 为 6 mol/L 的 氯 化 饮 溶 液 的 密度 与 DNA 分子 相当 , DNA 
分 子 在 这 样 的 溶液 中 能 处 于 刚刚 浮 起 来 的 状态 。 他 们 把 6 mol/L AS Ae HAR 
做 每 分 钟 旋转 45 000 次 的 超 离 心 , 产生 相当 于 140 售 重力 加 速度 (g) 的 离心 力 。 
离心 30h 后 , 氯 化 馈 溶液 中 的 离子 会 沿 着 离心 管 纵 轴 形 成 一 个 密度 梯度 。 这 时 
溶液 中 的 DNA 分 子 会 集中 在 一 个 与 分 子 密度 相等 的 液 层 内 , 离心 管 中 比 这 个 液 
层 更 接近 管 底 的 液 层 具有 比 DNA 分 子 更 大 的 密度 , 这 时 浮力 就 会 将 DNA 分 子 
推 向 管子 上 部 ; RZ, 密度 较 小 的 上 层 液 层 产 生 的 浮力 也 较 小 , DNA 分 子 又 会 
被 压 疝 管 底 方向 , DNA 分子 会 在 达到 平衡 时 稳定 地 集中 在 与 自身 密度 相等 的 液 
层 。 如 果 有 两 种 或 多 种 比重 不 同 的 DNA 分子 , 则 会 在 建立 了 密度 梯度 的 氧化 多 
溶液 中 分 别 集中 于 两 个 或 多 个 不 同 的 液 层 内 。 基 于 这 样 的 设想 , 可 以 先 把 大 肠 
杆菌 放 在 含有 重 氮 "“N 标 记 毛 化 氨 的 培养 基 中 连续 培养 14 代 , 让 所 有 的 DNA 基 
本 上 都 被 5N 标 记 , 这 时 DNA 分 子 的 两 条 链 都 成 了 重 链 , 把 它 定 义 为 亲 代 分 子 。 
然后 把 亲 代 细菌 放 在 含有 一 般 的 氮 元 素 , BN 的 氯 化 氨 培养 基 里 培 养 , 细菌 繁 
殖 一 代 后 , 它 的 DNA 也 复制 了 一 次 。 然 而 , 经 历 了 不 同方 式 复制 的 DNA 分 子 所 
携带 的 "NN 和 'N 的 数量 是 不 一 样 的 (图 1-18)。 第 一 种 , 如 果 是 借助 半 保 留 复制 
模式 复制 的 两 个 子 分 子 都 应 该 有 一 条 链 是 含 “N 的 重 链 , 一 条 链 是 含 “N 的 轻 链 ， 
所 以 它们 的 密度 介 于 重 链 和 轻 链 之 间 。 第 二 种 , 如 果 是 借助 全 保留 复制 模式 复 
制 的 ,复制 一 代 后 的 两 个 子 分 子 中 ,应 该 有 一 个 分 子 的 两 条 链 都 是 含 "N 的 重 链 ， 
而 另 一 个 分 子 的 两 条 链 都 是 只 含 “N 的 轻 链 , 所 以 经 过 一 次 复制 后 产生 的 两 个 分 
子 的 密度 是 不 一 样 的 。 第 三 种 , 如 果 是 借助 裂解 重建 模式 复制 的 , 两 个 子 分 子 都 
应 该 含有 "N 和 "“N, 密度 会 大 致 相当 ,但 由 于 两 种 氮 元 素 的 参 入 是 随机 的 , 两 个 
子 分 子 的 密度 不 会 绝对 相等 。 这 就 是 根据 不 同 的 理论 模型 对 各 种 复制 模式 所 生 
成 的 子 一 代 分 子 间 密度 差异 的 预测 。 

如 果 让 增殖 了 一 代 的 大 肠 杆菌 在 含 “N 的 氧化 氨 培 养 基 里 继 续 培 养 , 细菌 再 
繁殖 一 代 后 , 它 的 DNA 分 子 也 会 再 复制 一 次 ,就 会 产生 子 二 代 分 子 。 借 助 半 保 留 
复制 模式 复制 的 四 个 子 二 代 分 子 中 , 只 有 两 个 分 子 中 含有 一 条 重 链 和 一 条 轻 链 ， 
其 密度 应 该 与 子 一 代 分 子 的 密度 相同 , 另外 两 个 子 分 子 都 应 该 只 含有 两 条 轻 链 ， 
经 超 离心 可 以 把 这 两 种 子 二 代 分 子 区 分 开 , 并且 两 种 分 子 的 数量 相等 。 而 借助 全 
保留 复制 模式 复制 的 四 个 子 二 代 分 子 中 ,仍然 有 一 个 子 分 子 由 两 条 重 链 组 成 , 男 
外 三 个 都 由 轻 链 组 成 , 经 超 离心 也 可 以 把 这 两 种 子 二 代 分 子 区 分 开 , 这 两 种 分 子 
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图 1-18 用 重 氮 标记 
与 密度 梯度 离心 法 证 
实 DNA 半 保留 复制 的 
实验 结果 示意 ( 引 自 D. 
T. Suzuki) 


的 数量 比 是 1: 3。 要 是 借助 裂解 重建 模式 复制 , 则 四 个 子 二 代 分 子 的 每 一 个 分 子 
中 都 应 该 包含 来 自 母 分 子 的 含有 ”N 的 核 背 酸 ,但 经 过 第 二 次 复制 后 , 子 二 代 分 子 
中 来 源 于 母 分 子 的 核 苷 酸 数量 会 进一步 减少 。 从 理论 上 讲 , 比例 会 比 上 一 代 降 低 
一 半 。 这 些 是 根据 不 同 的 理论 模型 对 各 种 复制 模式 所 生成 的 子 二 代 分 子 间 密 度 
差异 的 预测 。 

那么 , 梅 塞 尔 森 和 斯 塔 尔 的 重 氮 标 记 实验 是 怎样 证 实 沃 森 和 克 里 克 提出 的 半 
保留 复制 模式 的 呢 ? 

梅 塞 尔 森 和 斯 塔 尔 的 实验 步骤 如 下 。 

(1) 以 在 含 重 氮 的 氧化 氨 (“NH4CI) 培养 基 中 连续 培养 大 肠 杆 菌 14 代 后 
得 到 的 重 所 标记 细菌 作为 实验 的 起 始 菌 群 ,其 DNA 分 子 中 的 氮 几 乎 都 已 是 <“N。 

(2) 将 实验 细菌 群体 的 样品 离心 并 冷冻 保存 。 

(3) 用 超 量 的 只 含 “N 的 氧化 氨 配 制 的 培养 基 培 养 实验 细 菌 。 

(4) 根据 实验 设计 要 求 定时 取样 ,离心 沉淀 和 冷冻 保存 。 

(5) 以 一 直 在 不 含 "N 的 培养 基 中 生长 的 细菌 为 对 照 , 与 实验 组 同时 取样 , 沉 

(6) 分 别 破碎 每 个 样品 的 细菌 , 提取 DNA, 将 在 细菌 培养 的 不 同时 间 取 
样 所 获得 的 亲 代 分 子 、 子 一 代 分 子 和 子 二 代 分 子 放 在 浓度 为 6 mol/L KAE 
(CsC1) 溶 液 中 , 这 种 浓度 的 氯 化 钢 溶液 , 在 以 每 分 钟 旋转 45 000 转 的 速度 在 离 
心机 中 离心 30 h 后 , 最 后 用 紫外 光 作 光源 摄 下 各 种 DNA 在 离心 管 中 的 位 置 。 
梅 塞 尔 森 和 斯 塔 尔 得 到 的 亲 代 分 子 、 子 一 代 分 子 、 子 二 代 分 子 在 离心 管 中 的 分 
布 完全 符合 半 保 留 复制 模式 , 从 而 证 实 了 沃 森 和 克 里 克 提出 的 碱 基 专 一 性 配对 
和 半 保 留 复 制 模式 是 正确 的 。 全 保留 复制 和 裂解 重建 式 复 制 的 可 能 性 被 完全 
排除 。 

有 趣 的 是 这 个 在 1958 年 发 表 的 实验 和 克 里 克 在 1957 年 的 预言 完全 一 样 : 
“DNA 的 两 股 链 互 相 紧 密 吻合 , 如 同一 只 手 被 套 在 一 只 手套 里 , 当 它 们 以 某 种 形 
式 分 开 后 ,这 只 手 就 是 另 一 只 手套 的 模子 ,而 这 只 手套 则 是 另 一 只 新 的 手 的 模子 。 
这 时 我 们 有 了 两 只 戴 了 手套 的 手 , 而 在 这 以 前 ,我 们 只 有 一 只 。 这 样 , DNA 分 子 
结构 模型 和 复制 模型 完全 确立 了 。 在 梅 塞 尔 森 写 给 沃 森 的 一 封 信里 有 两 句 诗 : 
“ 那 是 非常 神秘 的 重 氮 , 结束 了 沃 森 克 里 克 的 摇摆 。” 沃 森 - 克 里 克 模 型 在 这 个 实 
验 前 还 是 一 个 猜想 , 他 们 还 在 “摇摆 "。 正 是 梅 塞 尔 森 和 斯 塔 尔 使 用 了 神秘 的 重 
氮 验 证 了 沃 森 - 克 里 克 模 型 。 

梅 塞 尔 森 和 斯 塔 尔 的 实验 的 确 做 得 很 漂亮 , 然而 , 要 是 能 通过 实验 把 子 一 
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代 杂 合子 分 子 拆 分 开 , 证 实 它 的 确 由 一 条 重 链 和 一 条 轻 链 组 成 就 更 有 说 服 力 了 。 
1962 年 , 马 默 (J. Marmur) 等 做 了 重 链 和 轻 链 杂 合 的 DNA 分 子 的 拆 合 实验 。 将 
密度 为 1.717 g/cm 的 杂 合 分 子 解 离 为 密度 为 1.740 gem? 的 只 含 SN 的 重 链 和 
密度 为 1.725 g/cm 的 只 含 "N 的 轻 链 (DNA 双 链 的 密度 要 比 单 链 的 小 ), 然而 再 
将 重 链 和 轻 链 复 性 为 密度 为 1.717 gem 的 杂 合 分 子 , 马 默 的 实验 把 梅 塞 尔 森 和 
斯 塔 尔 的 实验 又 推进 了 一 步 。 对 这 个 结果 可 不 可 以 进一步 质疑 呢 ? 能 不 能 把 
DNA 复制 的 实验 做 得 再 漂亮 一 点 呢 ? 实际 上 , 梅 塞 尔 森 和 斯 塔 尔 以 及 马 默 等 所 
研究 的 大 肠 杆菌 DNA 分子 已 经 在 实验 中 被 切割 成 许多 小 的 片段 , 他 们 的 实验 所 
提供 的 信息 只 涉及 DNA 在 复制 前 和 复制 后 的 两 种 状态 , 并 从 这 两 种 状态 推论 
出 DNA 的 复制 模式 。 第 一 次 真正 观察 到 正在 复制 中 的 DNA 的 是 凯恩斯 , 他 在 
1963 年 拍摄 到 正在 复制 的 大 肠 杆菌 DNA (图 1-19)。 这 张 照 片 是 非常 经 典 的 , 凯 
恩 斯 看 到 了 大 肠 杆菌 的 染色 体 是 一 个 封闭 的 环 状 DNA 分 子 ,复制 中 形成 的 两 个 
复制 又 之 间 的 DNA 片 段 由 一 条 母 链 和 一 条 子 链 组 成 , 这 标志 着 在 活 细胞 中 找到 
了 DNA 半 保留 复制 的 证 据 。1962 年 , 沃 森 和 克 里 克 因 发 现 DNA 分子 结构 ,与 改 
进 了 X 射 线 衍 射 技术 的 威 尔 金 斯 一 起 获得 了 诺 贝尔 生理 学 或 医学 奖 。1974 年 ， 
克 里 克 在 回忆 这 段 经 历时 十 分 感叹 地 说 :“ 与 其 相信 沃 森 和 和 克 里 克 构 建 了 DNA 
结构 ,我 更 愿 强调 正 是 这 个 有 着 科学 家 风格 的 分 子 结构 造就 了 沃 森 和 克 里 克 。” 
DNA 复制 是 从 染色 体 的 一 个 特定 的 核 苷 酸 序 列 开始 的 ,这 个 序列 称 为 复制 起 
始点 。 复 制 是 双向 进行 的 ,所 以 , 在 复制 过 程 中 可 以 看 到 典型 的 复制 又 结构 。 在 
每 个 复制 叉 上 由 螺旋 酶 解 开 双 螺旋 , 然后 单 链 结合 蛋白 将 分 开 的 单 链 稳定 。 同 
时 , 拓扑 异 构 酶 使 复制 又 侧翼 邻接 区 段 解 旋 , 继 后 出 现 的 超 螺旋 区 段 在 产生 裂隙 
后 重新 连接 , 以 保证 复制 又 向 前 推进 。DNA 复制 又 形成 时 , 需要 一 段 与 复制 起 始 
区 段 互 补 的 短 RNA 作 复制 引物 , 这 段 引 物 由 DNA 引 发 酶 合成 。 随 之 DNA BRAG 
在 引物 的 3' 端 逐一 接 上 与 模板 DNA 链 互补 的 核 苷 酸 。 复 制 又 中 的 两 条 链 , 有 一 条 


图 1-19 正在 复制 中 
的 大 肠 杆 菌 DNA( 引 自 
J. Cairns) 


(a) 放射 性 磷 标 记 
后 的 电镜 照片 ;(b) 电 
镜 照片 的 诠释 图 
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是 从 5' 端 向 3' 端 连续 合成 的 , 称 为 前 导 链 ; 另 一 条 称 为 后 随 链 , 这 条 链 通 过 一 个 一 
个 称 为 冈 崎 片段 (Okazaki fragment) 的 小 片段 逐 节 合成 ,这 些 冈 崎 片段 最 后 由 连接 
酶 连 成 长 链 。 整 个 复制 过 程 如 图 1-20。 在 复制 过 程 中 , DNA 多 聚 酶 除了 从 5' 一 3 
的 合成 作用 外 ,还 有 对 合成 过 程 中 错误 参 入 的 核 背 酸 从 3' 一 5' 的 水 解 切除 作用 。 
DNA 多 聚 酶 的 这 种 校正 功能 从 合成 机 制 上 保证 了 复制 的 高 度 精 确 性 。 

为 了 探索 DNA 复 制 的 具体 途径 , 科学 家 们 研究 了 与 复制 有 关 的 种 种 生化 反 
应 , 以 及 各 种 相关 的 酶 系 和 辅助 因子 ; 提出 多 个 假设 来 说 明 DNA 解 旋 的 拓扑 学 
问题 , 研究 DNA 合 成 的 方向 和 合成 速率 的 调控 机 制 ,还 有 原核 生物 和 真 核 生 物 
DNA 合 成 的 具体 细节 。 这 方面 的 研究 还 没有 完结 , 人 们 对 DNA 复 制 , 即 它 的 自 
体 催化 的 研究 还 在 不 断 深入 。 


1.4.5 ”DNA 异体 催化 功能 的 表达 

沃 森 - 克 里 克 模 型 和 梅 塞 尔 森 -斯 塔 尔 实 验 使 得 DNA 是 遗传 信息 载体 , 也 是 
遗传 与 变异 的 物质 基础 的 概念 深入 人 心 , 成 为 无 可 辩驳 的 事实 。 然 而 DNA 分 子 
所 负载 的 遗传 信息 只 是 一 套 计 划 , 一 套 蓝 图 , 而 真正 进行 细胞 生命 活动 的 主角 是 
蛋白 质 。 蛋 白质 的 结构 是 由 DNA 决 定 的 。DNA 决 定 蛋 白质 的 结构 的 过 程 , 就 是 
DNA 异体 催化 的 主要 内 容 。 

1953 年 夏天 召开 的 冷泉 港 定量 生物 学 学 术 年 会 专门 讨论 了 诞生 才 3 个 月 的 
DNA 双 螺 旋 模 型 。 凡 是 在 会 上 听 了 沃 森 报告 的 人 都 意识 到 随 着 DNA 结构 的 发 
现 , 遗传 学 开始 了 一 个 新 的 纪元 。 根 据 “ 一 个 基因 一 个 酶 ” 的 学 说 , DNA 分 子 的 
两 条 多 核 苷 酸 长 链 所 负载 的 就 是 蛋白 质 的 结构 信息 , 即 DNA 的 核 昔 酸 序列 就 是 
决定 蛋白 质 的 多 肽 链 中 氨基 酸 序列 的 遗传 信息 。 

DNA 是 由 4 种 核 苷 酸 组 成 , 蛋白 质 是 由 20 种 氨基 酸 组 成 的 。 大 多 数 蛋 白质 
分 子 由 50~500 个 氨基 酸 构 成 , 氨基 酸 的 排列 顺序 , 即 蛋白 质 的 一 级 结构 决定 了 和 蛋 
白质 的 构 型 和 功能 。1945 年 ,年 仅 28 岁 的 英国 生物 化 学 家 桑 格 (F. Sanger) 立志 
要 搞 清 楚 胰岛 素 的 一 级 结构 。 这 在 当时 是 一 项 艰巨 而 困难 的 事 , 他 用 制药 商 为 他 
提供 的 10 g 胰 岛 素 ( 取 自 125 头 牛 ) 作 分 析 研 究 的 材料 ,历时 8 年 ,直到 1953 年 , 桑 
格 终于 测 出 了 胰岛 素 中 51 个 氨基 酸 的 全 部 序列 。 这 是 生物 化 学 发 展 史上 的 一 个 
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里 程 碑 , 它 第 一 次 宣告 蛋白 质 有 一 个 确定 的 氨基 酸 序列 , 还 说 明正 是 这 个 序列 决 
定 了 和 蛋白质 的 三 维 空间 结构 和 它 的 生物 学 功能 ,为 在 蛋白 质 一 级 结构 上 探 明 生理 
学 、 病 理学 和 生物 演化 的 分 子 基 础 开拓 了 道路 。 而 蛋白 质 中 的 氨基 酸 序列 正 是 由 
DNA 中 核 苷 酸 的 序列 决定 的 。 

起 初 有 人 假设 DNA 中 的 核 苷 酸 是 通过 直接 接触 和 物理 定 模 的 方式 来 决定 蛋 
白质 中 氨基 酸 的 序列 的 , 认为 在 蛋白 质 合 成 时 , 氨基 酸 和 DNA 分 子 中 的 结构 空 穴 
(groove) 互相 匹配 , 再 由 酶 把 氨基 酸 一 一 相连 形成 蛋白 质 。 然 而 理论 计算 和 多 种 
实验 研究 都 证 实 DNA 和 蛋白质 的 关系 是 间接 的 , 从 核 苷 酸 顺 序 到 氨基 酸 顺 序 有 
一 个 “编码 ”过 程 。 不 久 , 探索 将 基因 中 的 信息 翻译 为 蛋白 质 结构 的 “遗传 密码 ” 
成 为 许多 科学 家 的 研究 目标 ,破译 遗传 密码 成 为 当时 分 子 遗 传 学 的 当务之急 。 

克 里 克 曾 经 提出 过 一 个 方案 , 他 说 : 只 要 同时 搞 清楚 一 个 蛋白 质 的 氨基 酸 顺 序 
和 编码 这 个 蛋白 质 的 那 段 DNA 中 的 核 苷 顺序 , 把 两 者 一 一 比 对 , 遗传 密码 就 可 以 搞 
清楚 了 。 但 是 ,在 20 世 纪 60 年 代 初期 克 里 克 的 想法 是 难以 实现 的 。 桑 格 虽然 阐明 
了 胰岛 素 的 一 级 结构 , 但 怎样 才能 确定 和 分 离 编码 胰岛 素 的 那 段 特定 的 DNA 片段 
呢 ?” 人 们 把 克 里 克 的 想法 比 作 “遗传 学 上 的 罗 塞 达 石 碑 ” 。 罗 塞 达 石碑 是 1799 年 在 
埃及 罗 塞 达 城 郊 发 现 的 一 块 古 碑 , 上 面 同 时 篆刻 着 埃及 象形 文 、 俗 体 文 和 希腊 文 三 
种 文字 ,这 块 碑 为 译 解 古 埃及 象形 文 提供 了 一 把 钥匙 ,复活 了 尼罗河 文化 。 

然而 , 道路 并 没有 堵 死 。 经 过 一 条 条 迁 回 曲 折 的 道路 , 人 们 得 到 了 许多 有 关 
DNA 的 信息 储存 和 信息 表达 的 线索 , 所 有 这 些 最 终 导致 科学 家 在 1966 年 破译 了 
全 部 遗传 密码 。 这 些 线索 主要 包括 以 下 方面 。 

(1) 1958 年 克 里 克 提 出 分 子 遗 传 学 的 中 心 法 则 , 认为 遗传 信息 只 能 从 核酸 流 
向 蛋白 质 。 戈 尔 茨 坦 (A. L. Goldstein) 曾 用 变形 虫 (4moeba proteus ) 做 过 一 个 很 
重要 的 实验 。 因 为 尿 喀 啶 是 RNA 中 特有 的 碱 基 , 所 以 他 用 含 放 射 性 同位 素 标记 
的 尿 喀 啶 的 培养 基 来 饲养 变形 虫 , 发 现 大 量 的 放射 性 颗粒 出 现在 细胞 核 内 。 随 
后 把 变形 虫 移 至 不 含 放 射 性 尿 喀 啶 的 普通 培养 基 中 , 不久, 放射 性 颗粒 就 逐渐 出 
现在 细胞 质 中 了 。 戈 尔 蒋 坦 的 实验 提示 RNA 先 在 变形 虫 的 细胞 核 内 合成 , 随后 
穿 过 核 膜 进入 细胞 质 。 那 么 , DNA 上 的 遗传 信息 是 不 是 先 转录 成 RNA, 进而 以 
RNA 分子 作为 蛋白 质 合成 的 直接 模板 呢 ? 

叭 菌 体 在 回答 这 个 问题 中 起 了 重要 作用 。 用 鸣 菌 体感 染 大 肠 杆菌 ,细菌 就 会 
合成 鸣 菌 体 DNA, 如 果 吹 菌 体 DNA 是 通过 RNA 来 指导 鸣 菌 体外 壳 蛋 白 合成 的 ， 
那么 受 感染 的 细菌 中 就 会 有 能 与 噬菌体 DNA 特 异性 互补 的 RNA 分 子 。 如 将 受 
叱 菌 体感 染 的 细菌 培养 在 含 放 射 性 元 素 标记 的 尿 喀 啶 的 培养 基 中 , 细菌 细胞 中 
新 合成 的 RNA 分 子 都 会 被 放射 性 元 素 标 记 。 分 子 杂 交 实 验 显 示 , 标记 的 RNA 只 
和 鸣 菌 体 DNA 互 补 并 进行 分 子 杂 交 , 而 不 和 细菌 的 DNA 杂交 。 实 验 清楚 地 表明 
遗传 信息 的 传递 确实 是 以 RNA 介 导 的 。 此 外 , 雅 各 布 和 莫 诺 兽 经 预言 过 “信使 
(messenger) ”的 存在 。 克 里 克 据 此 提出 DNA 上 的 遗传 信息 先 转录 于 信使 核糖 核 
酸 (messenger RNA, mRNA), mRNA 上 的 转录 信息 又 在 特定 的 细胞 器 核糖 体 上 
翻译 成 蛋白 质 的 一 级 结构 。 

(2) 布 伦 纳 (S. Brenner) 提出 “适应 者 (adapter) ”假设 ,他 假定 细胞 中 有 一 种 
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1-21 FARRAR 
A 肽 基因 突变 点 和 被 取 
代 的 氨基 酸 之 间 的 线性 
相关 ( 引 自 C. Yanofsky) 


小 分 子 物 质 , 能 阅读 mRNA 上 的 密码 , 并 将 它 翻译 成 特定 的 氨基 酸 。 不 久 有 人 就 
分 离 到 了 具有 这 种 功能 的 小 分 子 物 质 , 它 也 是 一 种 RNA, 这 种 RNA 能 把 氨基 本 
转运 到 核糖 体 上 , 并 按照 mRNA 提供 的 信息 , 精确 地 把 氨基 酸 定位 到 蛋白 质 中 的 
特定 位 置 上 去 。 这 就 是 转运 RNA (transference RNA, tRNA). 

(3) 亚 诺 夫 斯 基 (C. Yanofsky ) 等 进行 的 大 肠 杆 菌 的 色 氨 酸 合成 酶 A 上 肽 的 毛 
基 酸 替换 突变 ; 及 其 与 基因 突变 位 点 的 同 线性 研究 实验 ,为 DNA 和 蛋白质 一 级 结 
构 之 间 的 线性 相关 ,取得 了 坚实 的 实验 证 据 ( 图 1-21)。 


DNA 上 发 生 突 变 的 位 点 
‘H,N coo 
1 i 22 yi us nra ai 2 ae 235 23203 
| 
TTA TTTATATT 
终止 Sl 谷 胺 甲 硫 半 胱 精 异 亮 精 谷 胺 继 半 胱 天 冬 亮 终止 
蛋白 质 中 发 生 改变 的 氨基 酸 


(4) 布 伦 纳 发 现 了 “ 焉 珀 突变 (amber mutation)” , 这 种 突变 能 使 蛋白 质 合成 
过 程 终 止 ,导致 一 个 无 功能 多 肽 的 产生 。 他 比较 了 各 种 琥珀 突变 的 基因 突变 位 置 
和 无 功能 多 肽 的 长 度 , 找 出 了 两 者 的 平行 关系 ,为 DNA 与 蛋白 质 一 级 结构 间 线 性 
相关 找到 了 又 一 个 实验 证 据 。 

根据 这 些 线索 , 克 里 克 和 布 伦 纳 用 大 肠 杆 菌 哈 菌 体 做 了 一 个 非常 重要 的 实 
验 , 这 个 实验 导致 “三 联 密码 ”假设 的 提出 。 早 在 20 世 纪 40 年 代 初 期 , 赫 尔 希 就 
发 现 哈 菌 体 T4 有 一 种 快速 溶菌 突变 r,r 哈 菌 体 在 敏感 菌 平板 上 产生 的 哈 菌 斑 大 
而 透亮 。1953 年 布 伦 纳 发 现 r 哈 菌 体 还 有 男 一 种 重要 的 性 状 , 即 r 突 变 只 能 在 大 
肠 杆菌 B 上 生长 , 而 不 能 在 大 肠 杆菌 K 上 生长 ; 相应 的 野生 型 六 能 在 B 和 天 两 种 
细菌 上 生长 。 这 就 可 利用 rr 、B 和 开 组 成 一 个 实验 系统 来 研究 r 的 回复 突变 , 以 
及 不 同 r 突 变 株 之 间 的 杂交 重组 。 不 久 , 布 伦 纳 发 现 许 多 r 叭 菌 体 的 回复 突变 并 
非 都 是 真正 的 回复 突变 ,而 是 由 于 一 个 新 的 突变 抑制 了 原先 的 r 突 变型 性 状 , 称 为 
“ 拟 回 复 突 变 ”。1961 年 , FE eM ALY he STA Al, 可 以 在 DNA 序 列 中 插 
入 或 减少 一 个 碱 基 , 这 类 诱 变 剂 在 唆 菌 体 T4 的 r 突 变 研究 中 的 应 用 , 使 “三 联 密 
码 ”假设 获得 了 第 一 个 实验 证 据 。 具 体 实验 过 程 如 下 。 

(1) 整个 实验 从 一 个 由 咱 啶 橙 诱 发 的 噬菌体 T4 的 r 开 基因 的 FC0 突变 株 开 
始 。 研 究 表明 FC0 的 多 数 回复 突变 虽然 能 在 KK 细菌 上 生长 , 但 并 不 是 真正 回复 成 
了 野生 型 , 而 是 FC0 突 变 和 附近 的 男 一 次 突变 所 产生 的 双重 突变 型 , 后 一 突变 称 
为 FC0 的 抑制 突变 。 

(2) 通过 T4r [基因 的 各 种 tr 突变 的 精细 定位 分 析 ,证实 各 个 FC0 的 抑制 突变 


第 1 章 基因 概念 的 产生 和 发 展 | 43 


的 位 置 和 FC0 的 突变 位 点 是 非常 接 a 
近 的 。 r 卫 表 型 
(3) 进而 又 发 现 了 一 些 能 抑制 抑制 突变 回复 突变 
FC0 的 抑制 突变 表达 的 “二 级 抑制 突 。 ，。 o / \e 
变 ”, 经 过 一 系列 的 分 析 , 最 后 分 离 到 ee Sse 
了 包括 FC0 在 内 的 近 百 个 r 突 变 , 并 拟 野 生 型 表 型 r” 表 型 
一 一 定位 于 T4rI 基 因 区 段 内 ( 详 见 i 
第 2 章 中 有 关 顺 反 子 结构 的 讨论 )。 Er 
(4) 用 杂交 试验 分 析 突 变 株 、 双 广 表 型 
重 突变 株 和 多 重 突变 株 的 遗传 结构 
和 表 型 (图 1-22), 以 及 各 株 r 突 变 之 [zE er | 
间 的 关系 , 发 现 有 些 r 突 变 株 杂交 产 —— 
生 的 双重 突变 具有 拟 野 生 型 表 型 , 有 FC7 全 部 子 代 RD 
< anaran 
怎样 分 析 这 些 结果 ? 图 1-22 ”检测 真正 的 回复 突变 和 出 现 拟 野生 型 表 型 的 抑制 突变 的 杂交 试 


验 ( 改 自 G. S. Stent) 
克 里 克 和 布 伦 纳 先 假定 由 咱 啶 


橙 诱发 的 r 突 变 FC0 是 由 于 在 DNA 分 子 中 插入 一 对 碱 基 的 (+) 突变 , 则 可 以 
把 能 抑制 FC0 的 r 性 状 表达 的 抑制 突变 假定 为 由 于 缺失 一 对 碱 基 引 起 的 (一 ) 
突变 ,(+) 和 (一 ) 突 变 并 存 时 , 只 有 位 于 两 个 突变 点 之 间 的 碱 基 序 列 会 发 生 改 
变 , 而 位 于 两 个 突变 点 外 侧 区 段 的 碱 基 序 列 应 和 野生 型 一 样 。 如 果 两 个 突变 
点 之 间 的 距离 很 短 , 又 设想 噬菌体 能 “容忍 " 这 一 短小 距离 中 r 工 基因 编码 的 
蛋白 质 中 个 别 氨基 酸 的 蔡 代 , 而 保持 或 基本 保持 r [和 蛋白 的 溶菌 活性 , 则 (+) 
和 (一 ) 双 重 突变 会 呈现 拟 野 生 型 表 型 。 一 旦 假定 了 一 种 r [突变 是 (+) 突 变 ， 
则 可 通过 杂交 试验 产生 的 双重 突变 能 否 回复 为 拟 野 生 型 表 型 这 个 指标 , 把 分 
离 到 的 突变 分 为 (+) 和 (一 ) 两 大 类 (这 种 假设 并 不 要 求 真 正确 定 某 一 突变 的 
性 质 是 插入 突变 还 是 缺失 突变 )。 系 统 而 深入 的 分 析 表 明 , 大 多 数 (+) 突变 
和 (一 ) 突变 杂交 产生 的 双重 突变 体能 在 K 细 菌 上 生长 , 并 形成 拟 野 生 型 表 型 。 
但 是 , 任何 两 个 (+) 突变 之 间 的 杂交 或 两 个 (一 ) 突 变 之 间 的 杂交 都 不 能 产生 
表 型 为 拟 野 生 型 的 双重 突变 体 。 然 而 , 由 三 个 (+) 突变 杂交 和 重组 得 到 的 三 个 
(+) 突变 的 三 重 突变 , 或 三 个 (- ) 突变 重组 得 到 的 三 重 突变 却 能 产生 能 在 K 细 
菌 上 生长 的 拟 野 生 型 。 由 此 , 他 们 提出 了 一 个 用 “三 联 密码 ”假设 来 解释 实验 
结果 的 方案 ( 表 1-3)。 
表 1-3 “三 联 密码 ”假设 对 突变 的 解释 
野生 型 CAT CAT CAT CAT CAT CAT CAT CAT... r 
(+) 突变 ..CAT CAT GCA TCA TCA TCA TCA TCA... r 
(一 ) 突 变 ..CAT CAT CAT CTC ATC ATC ATC ATC... r 





xi 
a 


44 | 基因 : 探究 .思辩 与 创新 






ae igen Nt 
(+)( 一 ) 双 重 突变  ..CATCATĠCATŤCTCATCATCATCAT.. ,密码 基本 恢复 
三 重 (+) 突 变 ...CAT CAT GCA TGC ATG CAT CAT CAT... r ,密码 基本 恢复 
三 重 ( 一 ) 突 变 CATCAT CTC TCA TCT CAT CAT CAT... r ,密码 基本 恢复 


TE: 1 代表 插入 突变 (+); | 代表 缺失 突变 (一 )。 


克 里 克 和 布 伦 纳 由 此 推论 出 遗传 密码 的 几 个 主要 性 质 。 

(1) 遗传 密码 的 三 联 性 。 在 提出 双 螺 旋 模 型 后 不 久 , 克 里 克 就 提出 “三 联 密 
码 ” 的 假设 。 他 认为 如 果 由 单个 碱 基 编 码 一 个 氨基 酸 , 则 四 种 碱 基 只 能 编码 四 种 
氨基 酸 ; 如 果 由 每 两 个 碱 基 编码 一 个 氨基 酸 , 则 四 种 不 同 碱 基 可 产生 16 种 不 同 
的 组 合 , 仍然 不 能 满足 编码 20 种 氨基 酸 的 要 求 , 所 以 至 少 应 由 三 个 相连 的 碱 基 
才能 编码 一 个 氨基 酸 。 直 到 1961 年 克 里 克 才 和 布 伦 纳 一 起 用 实验 证 实 了 密码 的 
三 联 性 。 

(2) 密码 的 不 重 肆 性 。 如 果 密 码 是 重叠 的 , 那么 一 个 碱 基 的 改变 会 影响 一 个 
以 上 的 三 联 密码 ,这 是 与 实验 结果 不 符 的 。 

(3) 密码 的 连续 性 。 实 验 还 表明 密码 与 密码 之 间 没 有 不 参与 编码 的 间 际 碱 
基 , 在 DNA 分 子 的 序列 中 遗传 密码 是 连续 的 。 

如 果 深 入 思考 就 会 发 现 这 套 实验 并 没有 充分 证 明 每 个 密码 的 核 苷 酸 数目 是 
3, 而 只 是 证 明 每 个 密码 的 核 苷 酸 数目 是 3 ,2 是 咱 啶 类 诱 变 剂 一 次 插入 或 造成 缺 
失 的 核 苷 酸 数目 。 直 到 霍 拉 纳 (H. Khorana) 用 人 工 合成 多 核 背 酸 破译 遗传 密码 
的 研究 完成 时 , 才 完 全 证 明 N=1。 

此 外 , 桑 格 在 1977 年 通过 DNA 测 序 阐 明了 一 种 单 链 DNA 哈 菌 体 中 X174 
的 全 部 核 背 酸 序列 , 发 现 该 病毒 的 部 分 遗传 密码 是 重合 的 , 但 是 这 种 重 倒 不 是 
简单 地 由 一 个 碱 基 为 多 个 氨基 酸 编码 , 而 是 由 不 同 基 因 的 读 码 起 点 所 造成 的 。 
中 X174 哈 菌 体 的 5 376 MAAR, 由 于 密码 重生 而 编码 了 相当 于 6 000 个 核 苷 酸 
编码 的 蛋白 质 。 在 这 里 我 们 又 一 次 看 到 了 在 科学 发 展 中 ,继承 和 扬弃 之 间 的 辩证 
关系 ,我 们 既 要 追求 发 展 ,又 要 正确 评价 前 人 的 工作 ,特别 要 充分 地 评价 做 出 了 开 
创 性 和 启发 性 工作 的 科学 家 的 作用 。 图 1-23 是 bX174 哈 菌 体 的 D、E 和 J 等 基因 
重合 区 段 的 结构 和 A' 用 基因 的 读 码 方式 。 

孟 德 尔 提出 粒子 遗传 概念 的 基石 , 是 把 遗传 性 状 和 决定 性 状 的 基因 联系 起 
来 。 比 德尔 提出 基因 的 原始 作用 是 决定 酶 的 一 级 结构 , 缩短 了 基因 和 性 状 的 距 
离 。 在 证 实 遗 传 物质 的 生物 化 学 本 质 是 DNA 之 后 , 基因 与 性 状 的 关系 就 是 DNA 
和 蛋白质 的 关系 。 中 心 法 则 又 把 这 种 关系 变 为 mRNA 和 多 肽 的 关系 。 三联 密 
码 ”假设 的 证 实 , 使 基因 和 性 状 的 关系 可 简化 为 : 哪 三 个 核 苷 酸 组 成 的 密码 子 编 
码 哪 一 种 氨基 酸 。 这 就 是 破译 遗传 密码 的 基本 思想 。 这 使 我 们 又 一 次 想起 了 罗 
塞 达 石碑 , 为 分 子 遗传 学 树 起 “多 塞 达 石碑 ”的 是 以 尼 伦 伯 格 (0. Nirenberg)、 奥 
乔 亚 (S. Ochoa) 和 霍 拉 纳 为 代表 的 一 批 科 学 家 。 
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病毒 DNA 链 合成 


AR AMR 







互补 DNA 链 合成 


间隔 DNA 


PHAR 甘氨酸 HARM AAR 两 氨 酸 EAA AAR 
A* 基 因 翻 译 起 始点 一 一 > 念 一 一 全 一 一 全 一 一 全 一 一 全 一 一 全 一 一 全 一 一 
Pa mms cca i es OP sue lt coe see ees S 
ln son ah ok Ol oo ot to on en th oh Dn i 0 i 
AUGGGUACCCAUGCUUUUGCCA 
Lhd LL Lidgtty 
K 基 因 翻 译 起 始点 
甲 硫 氨 酸 RAM HAM AMR 


a | 


尼 伦 伯 格 清醒 地 意识 到 自然 界 的 mRNA 和 和 蛋白质 的 结构 都 是 异常 复杂 的 , 要 
在 两 者 之 间 建 立 结构 相关 是 困难 的 。 他 决定 利用 格 隆 伯 格 - 马 纳 哥 (M.Grungberg- 
Manago) 和 奥 乔 亚 一 起 发 现 的 多 核 苷 酸 磷酸 化 酶 来 合成 一 种 人 工 的 多 聚 核糖 核 苷 
酸 ,并 以 此 作为 人 工 信 使 来 研究 mRNA 和 蛋白质 的 结构 相关 。 他 还 为 此 建立 了 一 个 
专 为 人 工 信 使 指导 多 肽 合成 的 无 细胞 蛋白 质 合 成 系统 。 先 将 细菌 的 细胞 粉碎 , 离心 
除去 细胞 壁 和 细胞 质 膜 残片 ,保留 DNA .mRNA tRNA 核糖 体 和 各 种 酶 系 等 细胞 组 
分 ,再 补 和 人 ATP、GTP 和 各 种 氨基 酸 ,组 成 一 个 无 细胞 蛋白 质 合 成 系统 。 在 实验 前 再 
加 入 脱氧 核糖 核酸 酶 ,破坏 系统 中 的 DNA, 使 合成 系统 中 原 有 的 天 然 mRNA 失去 合 
成 的 样板 , 待 系 统 中 原 有 的 mRNA 失 活 后 ,加 入 人 工 合成 的 多 聚 核糖 核 昔 酸 ,这 时 蛋 
白质 合成 又 可 在 人 工 信 使 指导 下 进行 。 尼 伦 伯 格 把 不 同 的 人 工 信 使 如 入 这 种 系统 ， 
并 观察 在 新 合成 多 肽 中 各 种 标记 氮 基 酸 的 参 人 情况 。 例 如 , 他 分 别 用 多 聚 尿 喀 啶 核 
苷 酸 (polyU)、 多 聚 胞 喀 啶 核 苷 酸 (polyC ) ME RIEZ (ploya EHA TIR 
结果 如 下 表 所 示 。 





注 : CPM 为 每 分 钟 放射 性 强度 记 数 。 


图 1-23 噬菌体 中 X174 
的 重 本 基因 局 部 结构 
示意 ( 改 自 F. Sanger 等 ) 
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这 个 实验 结果 让 尼 伦 伯 格 非常 兴奋 , 他 看 到 一 条 polyU 成 功 地 编码 了 一 条 由 
茶 丙 氨 酸 组 成 的 多 肽 ,立刻 意识 到 第 一 个 遗传 密码 已 经 被 破译 了 : 
UUU-# AAR 
他 接着 用 同样 的 方法 译 出 : 
AAA >H ANR 
CCC RAR 

那么 ,怎样 破译 其 他 的 遗传 密码 呢 ? 

奥 乔 亚 和 尼 伦 伯 格 用 合成 一 组 碱 基 比 例 受 限 的 多 核 苷 酸 混合 物 作 人 工 信 使 
来 研究 这 个 问题 。 例 如 ,将 U 和 G 的 比例 控制 为 0.76 : 0.24, 再 用 概率 公式 估算 出 
各 种 可 能 组 成 的 密码 子 出 现 的 预期 概率 , 并 把 各 种 密码 子 的 预期 概率 与 新 合成 多 
肽 中 各 种 氨基 酸 的 出 现 比例 一 一 比 对 , 推算 出 两 者 的 关系 。 表 1-4 是 在 实验 之 前 
先 计算 出 来 的 各 种 可 能 的 三 联 密码 的 出 现 概率 。 


表 1-4 各 种 可 能 的 三 联 密码 出 现 的 概率 
a skeen 





UUU 0.76 x 0.76 x 0.76=0.439 100 


UUG 0.76 x 0.76 x 0.24=0.139 31.6 
UGU 0.76 x 0.24 x 0.76=0.139 31.6 
GUU 0.24 x 0.76 x 0.76=0.139 31.6 
UGG 0.76 x 0.24 x 0.24=0.043 8 10.0 
GUG 0.24 x 0.76 x 0.24=0.043 8 10.0 
GGU 0.24 x 0.24 x 0.76=0.043 8 10.0 
GGG 0.24 x 0.24 x 0.24=0.013 8 3.1 


测定 出 现 于 新 合成 多 肽 中 各 种 标记 氨基 酸 的 相对 参 入 量 ,并 与 各 种 密码 子 出 现 
的 预期 概率 比较 , 推测 编码 各 种 氨基 酸 的 密码 子 组 成 这 样 的 实验 做 了 一 年 多 , 搞 清 
楚 了 全 部 密码 子 的 碱 基 组 成 ( 表 1-5), 但 还 是 不 能 确定 密码 子 的 碱 基 序列 。 


表 1-5 几 种 氨基 酸 密码 子 的 碱 基 组 成 





1U,2G 


直到 1964 年 , 尼 伦 伯 格 在 实验 中 偶尔 发 现 三 核 车 酸 能 在 不 合成 蛋白 质 的 情 
况 下 ,也 能 促进 特异 的 tRNA 和 核糖 体 相 结合 。 例 如 ,pUpUpU 能 促使 tRNA*" 和 
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核糖 体 结合 ,pApApA 能 促进 让 NAs 和 核糖 体 相 结合 。 而 二 核 苷 酸 则 不 能 刺激 
这 种 特异 让 NA 的 专 一 性 结合 。 这 暗示 一 个 三 核 背 酸 相 当 于 mRNA 上 的 三 联 密 
码 ,能 特异 性 地 与 它 所 编码 的 氨基 酸 的 让 NA 结合 。 利 用 硝酸 纤维 滤 膜 能 截留 和 
核糖 体 结合 的 tRNA 而 让 自由 的 tNA 通 过 的 性 质 , 尼 伦 伯 格 让 各 种 不 同 的 三 核 
芽 酸 与 结合 了 标记 氨基 酸 的 tRNA 结合 于 核糖 体 ,再 用 硝酸 纤维 滤 膜 过 滤 , 分 离 
出 与 特定 的 三 核 普 酸 结合 的 tRNA 种类, 从 而 确定 结合 于 这 种 tRNA 上 的 氨基 酸 
的 对 应 密码 子 , 用 这 种 方法 搞 清楚 了 近 50 种 密码 子 的 序列 。 例 如 : 


pUpUpG 44 tRNA” pUpGpU4i4 tRNA *™ 
pGpUpU 444 tRNA“ pApUpU4i4tRNA** 


可 是 问题 并 没有 完全 解决 。 在 这 组 实验 中 , 尼 伦 伯 格 发 现 多数 三 核 音 酸 与 特 
定 的 让 NA 有 一 一 对 应 关系 , 而 有 些 三 核 苷 酸 不 能 和 任何 一 种 让 NA 结合 ,有 些 三 
核 昔 酸 却 能 和 一 种 以 上 的 好 NA 结合 。 最 终 把 密码 破译 问题 完全 解决 的 是 印度 
籍 美国 科学 家 霍 拉 纳 。 

霍 拉 纳 用 有 机 合成 和 生物 酶 合成 相 结 合 的 方法 合成 了 一 系列 序列 已 知 的 重 
BARI, RMA poly (GUA) 为 例 来 说 明 重 复 多 核 苷 酸 合成 的 途径 。 

(1) 用 有 机 合成 法 合成 两 个 互补 的 含 9 个 核 苷 酸 的 多 核酸 链 : d (TAC), A 
d(GTA) 3. 

(2) 以 d(TAC); 和 d(GTA ); 为 模板 ,利用 DNA 多 聚 酶 I 催 化 DNA 的 合成 。 在 
dATP、dTTP、dGTP 和 dCTP 存 在 时 , d(TAC); 和 d(GTA); 能 通过 互 为 合成 模板 不 断 
延伸 而 得 到 较 长 的 DNA 双 链 分 子 片段 ,其 结构 式 为 : polyd (TAC): polyd (GTA). 

(3) 以 polyd(TAC): polyd(GTA) 为 模板 , 在 适用 的 核 苷 酸 作 底 物 时 , 用 
RNA 多 聚 酶 催化 体外 转录 反应 , 可 分 别 得 到 与 polyd(TAC) 或 polyd(GTA ) 互补 
的 多 聚 核糖 核 苷 酸 链 ， 


5'-UACUACUACUACUAC-3’ 


RNA 多 聚 酶 | UTP ATP CTP 
'-ATGATGATGATGATG-S' 
'-TACTACTACTACTAC-3' 
RNA% RĀ | UTP ATP GTP 


3'-AUGAUGAUGAUGAUG-5' 


可 以 看 到 在 反应 底 物 中 含有 CTP 时 , 则 可 得 到 与 polyd(GTA) 互 补 的 poly(UAC ) , 底 
物 中 含有 GTP 时 , 则 可 得 到 与 polyd(TAC ) 互 补 的 poly(GUA)。 这 样 , 霍 拉 纳 用 有 机 
合成 反应 加 两 种 酶 催化 反应 就 获得 了 具有 一 定 重 复 序 列 的 多 聚 核糖 核 苷 酸 链 。 

现在 ,我们 来 分 析 一 下 以 这 样 的 多 核 背 酸 链 作 为 人 工 mRNA, 在 无 细胞 蛋白 
合成 系统 中 会 编码 什么 样 的 多 肽 ”为 了 讨论 方便 起 见 ,我 们 用 字母 A、B 和 C 分 别 
代表 不 同 的 碱 基 , 则 具有 确定 的 重复 序列 的 多 聚 核糖 核 苷 酸 链 可 写作 : 


ABCABCABCABCABC… 
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这 条 人 工 的 mRNA 可 以 因 翻译 起 点 的 不 同 而 合成 三 条 由 不 同 的 氨基 酸 组 成 





的 多 上 肽 : 
1 起 点 1 
| 编码 
氨基 酸 一 氨基 酸 , 一 氨基 酸 , 一 氨基 酸 , 一 氨基 酸 ,…… 
1 起 点 2 
ABCA BCA BCA BCA BCA:… 
l 编码 
氨基 酸 : 一 氨基 酸 : 一 氨基 酸 :一 氨基 酸 : 一 氨基 酸 :…… 
| 起 点 3 
AB CAB CAB CAB CAB CAB- 
| 编码 
氨基 酸 :一 氨基 酸 : 一 氨基 酸 :一 氨基 酸 : 一 氨基 酸 ;……… 
霍 拉 纳 的 部 分 实验 结果 见 下 表 。 

“mRNA” ”由 单一 氨基 酸 组 成 的 多 及 
poly (UUC) ERAR LAR AAR 
poly (AAG) MAR CAR HAR 
poly (UUG) RAR ZAR RAR 
poly (CCA) SAG HAR AZAR 
poly (UGA) SIR LAR, ? 
poly (UAC) KAR DAR ZAR 
poly (AUC) RAM ZAR AAR 
poly (GAU) PMAR RAAR., ? 


把 霍 拉 纳 、 尼 伦 伯 格 和 奥 乔 亚 等 的 结果 综合 起 来 , 就 可 排出 全 部 氨基 酸 的 密 
码 子 序列 , 问题 是 为 什么 poly (UGA) 和 poly (GAU) 只 编码 两 种 单 氨基 酸 多 肽 而 
不 是 预期 中 的 三 种 。 为 了 解决 这 个 问题 霍 拉 纳 又 合成 了 一 些 确定 序列 的 四 核 苷 
RERIK, 如 poly (UAUC), 这 个 “mRNA” 总 是 产生 一 条 含 四 种 氨基 酸 的 多 肽 ， 
而 与 转译 起 点 无 关 : 


UAU CUA UCU AUC UAU CUA UCU AUG... 





J 
酷 氨 酸 一 亮 氨 酸 一 丝氨酸 一 异 亮 氨 酸 一 酷 氨 酸 一 亮 氨 酸 一 丝氨酸 一 异 亮 氨 酸 …… 


可 是 当 以 poly (GUAA ) 为 “mRNA” 时 只 能 得 到 二 肽 或 三 肽 , 霍 拉 纳 假定 这 是 由 
于 出 现 了 尼 伦 伯 格 发 现 的 某 种 不 能 和 任何 一 种 tRNA 结合 的 密码 子 的 缘故 。 他 
把 这 种 不 能 和 任何 tRNA 结合 , 因而 也 就 不 能 使 肽 链 延 伸 的 密码 子 称 为 终止 密 
码 。poly(GUAA ) 编码 情况 是 : 
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(= 

> 

> 

ic 
A: 
Q 

EB 

> 


Ne 赖 氨 酸 一 (终止 ) 


除了 UAA 外 , 霍 拉 纳 又 用 实验 证 明 UAG 和 UGA 也 是 终止 密码 。 到 1966 年 ， 
经 过 多 个 实验 室 的 共同 合作 终于 破译 了 所 有 的 64 个 遗传 密码 子 。 根 据 克 里 克 的 
建议 ,排出 了 一 张 遗传 密码 表 ( 表 1-6)。 


表 1-6 遗传 密码 表 









em gas See yee cae 
U AA AR 丝氨酸 MAR ELAR U 


AAR 丝氨酸 MAR 半 胱 氨 酸 C 
TAR 丝氨酸 Aik 终止 A 
TAM 丝氨酸 ”终止 EAR G 
C 亮 氨 酸 MAR HAR 精 氨 酸 U 
RAR MAR HAR 精 氨 酸 Cc 
亮 氨 酸 AR SAM MAR A 
亮 氨 酸 RAR ” 谷 氨 酰胺 HAM G 
A FEAR PAR RAWE ”丝氨酸 U 
FRAR PAR ”天 冬 酰胺 ”丝氨酸 C 
FAR PAR MAM HAR A 
RAR / PRPS HAMR MAR 精 氨 酸 G 
G AR KAR KAM HAM U 
RAR AAR KAM HAM Cc 
GIR ARR FAM 甘氨酸 A 
AR AAR FAM 甘氨酸 G 
遗传 密码 表 有 几 个 值得 注意 的 特点 。 


(1) 密码 的 兼并 性 。 这 并 不 是 少数 例外 , 而 是 一 个 规律 性 的 现象 , 绝 大 多 数 氨基 
酸 都 有 一 种 以 上 密码 子 , 多 的 可 有 六 种 密码 子 。 一 般 来 讲 同 义 密码 子 (synonym codon) 
的 前 两 个 核 将 酸 往往 是 特异 性 的 , 而 第 三 个 核 苷 酸 是 非特 异性 的 , 或 只 在 碱 基 种 类 上 
有 部 分 特异 性 , 如 葵 丙 氨 酸 的 两 种 密码 子 的 第 三 位 虽 不 相同 , 但 都 是 喀 啶 碱 , 又 如 亮 氨 
酸 的 密码 子 有 两 个 也 和 葵 丙 氨 酸 一 样 以 UU 开 头 , 但 第 三 位 都 是 味 叭 碱 。 这 种 兼并 现 
象 , 即 一 种 氨基 酸 对 应 多 个 密码 子 的 现象 , 克 里 克 称 之 为 “摇摆 效应 ”, 他 认为 密码 子 和 
tRNA 上 的 反 密 码 子 在 第 一 和 第 二 位 必须 按 互 补 法 则 精确 配对 , 而 第 三 位 核 苷 酸 的 配 
对 可 发 生 “ 摇 摆 ”"。 实 验证 明 有 些 RNA 确 实 能 与 一 种 以 上 的 密码 子 配 对 , 如 下 所 示 : 








茶 丙 氨 酸 密码 子 ag FEW RET 
UUU ~ UUC GUU _, GUC GUA , GUG 
AAG 或 AAG CAG ™ cag ™ cau 或 Cav 


tRNA*” 反 密码 子 tRNA" RTF tRNA 所 2 反 密码 子 
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由 此 可 以 预测 , 当 一 种 氨基 酸 有 四 种 密码 子 时 , 往往 有 两 种 或 更 多 tRNA; 也 有 
人 发 现 相 反 的 情况 ,一 种 密码 子 和 两 种 tRNA 相 匹 配 的 现象 。 这 种 从 核酸 到 和 蛋 
白质 的 信息 转移 中 的 局 部 非特 异性 , 增加 了 适应 性 , 很 可 能 具有 潜在 的 生物 演 
化 意义 。 

(2)AUG 有 两 个 意义 , 当 它 位 于 转录 序列 中 间 时 , Sa AR, 当 它 位 于 转 
录 序 列 第 一 位 时 , 编码 甲 酰 甲 硫 氨 酸 , 这 时 AUG 是 翻译 的 起 始 密码 , 从 甲 酰 甲 硫 
氨 酸 和 甲 硫 氨 酸 的 区 别 可 以 理解 ,起 始 密码 编码 甲 酰 甲 硫 氨 酸 ,起 了 保证 和 蛋白质 
合成 总 是 从 N 端 (一 NE 也 端 ) 向 C 端 (一 COOH 端 ) 延 伸 的 作用 。 


1 iw 
| | 
pe 
H C% = A OR 
oa | | iO. | | 
EN : A OO 
甲 硫 氨 酸 甲 酰 甲 硫 氨 酸 


(3) 密码 表 中 有 三 个 密码 子 UAA、UAG 和 UGA 都 不 编码 任何 氨基 酸 , 当 这 些 
密码 子 出 现在 信使 RNA 中 时 , 会 使 翻译 终止 , 称 为 终止 密码 。 如 果 突 变 使 编码 某 
些 氮 基 酸 的 密码 子 变 为 终止 密码 , 会 使 多 肽 链 因 终止 延伸 而 产生 一 段 功能 缺陷 的 
短 肽 。 

(4) 遗传 密码 表 最 重要 的 特征 是 它 的 普遍 性 。 艾 仁 斯 坦 (G. von Ehrenstein) 
和 李 普 曼 (F. A. Lipmann) 在 遗传 密码 破译 后 不 久 , 就 证 实 兔子 编码 血红 和 蛋白 的 
mRNA 能 利用 大 肠 杆 菌 的 无 细胞 蛋白 合成 系统 来 合成 兔子 的 血红 和 蛋白。 另外 , 从 病 
毒 、 细 菌 到 高 等 真 核 生物 的 突变 也 证 实 了 遗传 密码 的 普遍 性 ( 详 见 第 3 章 )。 

遗传 信息 的 翻译 , 即 蛋 白质 的 生物 合成 , 是 一 个 复杂 而 又 协调 的 细胞 生化 
反应 。 它 涉及 mRNA、 各 种 tRNA 多 种 激酶 辅助 因子 , 以 及 蛋白 质 合成 的 细胞 
器 一 一 核糖 体 。 

蛋白 质 合成 大 致 分 为 五 步 。 

第 一 步 , 由 适当 的 氨基 酰 转 运 RNA 合 成 酶 (激酶 ) 把 经 过 AIP 活 化 的 氨基 酸 结 
合 于 相应 的 外 NA 3' 端 的 腺 味 叭 。 每 种 氨基 酸 至 少 有 一 种 与 其 相对 应 的 特异 性 激 
酶 , 因此 这 种 结合 是 高 度 特异 性 的 。tRNA 是 由 80 个 左右 核 车 酸 组 成 的 单 链 核糖 核 
酸 分 子 , 借助 链 内 卷曲 折 释 多 数 碱 基 互 相配 对 形成 链 内 碱 基 对 ,使 尽 NA 呈现 出 工 形 
结构 , 工 形 的 一 端 是 结合 氨基 酸 的 3' 端 , 另 一 端 是 和 mRNA 上 密码 子 互补 配对 的 反 
密码 子 。 

蛋白 质 合成 的 细胞 器 是 核糖 体 , 由 两 个 亚 单位 组 成 , 在 大 肠 杆菌 中 小 的 亚 
单位 为 30S, 包括 一 分 子 16S 核 糖 体 RNA (rRNA) 和 21 种 蛋白 质 , 大 的 亚 单位 为 
50S ,包括 一 分 子 23S rRNA 和 一 分 子 5S rRNA, 以 及 34 种 蛋白质 。 
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第 二 步 ,mRNA、 结 合 了 甲 酰 甲 硫 氨 酸 的 tRNA 和 核糖 体 的 30S 亚 单位 组 成 蛋 
白质 合成 的 起 始 复合 体 。mRNA 上 起 始 密码 子 是 AUG, AUG 前 方 (5' 端 ) 有 一 个 富 
味 叭 区 段 能 和 16S rRNA ZEA, 这 是 起 始 复合 体形 成 的 关键 ,反应 还 需要 起 始 因子 
参加 。 

第 三 步 , 核糖 体 的 50S 亚 单位 和 起 始 复合 体 结合 , 形成 完整 的 70S BAK, 完 
成 蛋白 质 合成 的 起 始 阶段 。 

第 四 步 , 根据 mRNA 的 密码 子 顺序 依次 结合 相应 的 带 了 氨基 酸 的 让 NA , 并 
在 核糖 体 上 形成 肽 键 。 随 着 mRNA 分 子 在 核糖 体 上 的 移动 , 肽 链 不 断 延 伸 。 蛋 
白质 合成 的 方向 是 从 N 端 向 C 端 。 整 个 过 程 所 需 的 能 量 均 通过 从 水 解 GTP 来 获 
取 , 并 需要 延伸 因子 参与 。 

SHE, 合成 终止 。 当 mRNA 上 的 终止 密码 移 人 核糖 体 后 , 肽 链 合 成 终止 。 
在 终止 因子 参与 下 ,已 合成 的 肽 链 和 最 后 一 个 tRNA 之 间 的 氨 酰 基 水 解 后 分 开 ， 
释放 出 新 合成 的 肽 链 。 随 之 70S 核 糖 体重 新 离 解 为 两 个 亚 单位 , 并 进入 新 的 循 
环 。 这 就 是 翻译 过 程 的 概况 (图 1-24)。 

1953 一 1966 年 , 经 过 遗传 学 家 和 生化 学 家 一 系列 的 理论 和 实验 研究 , 多 个 国 
家 的 多 个 实验 室 通 力 协作 勾画 出 了 DNA 异体 催化 的 基本 框架 , 阐明 了 分 子 遗 传 
学 的 中 心 法 则 , 确定 了 遗传 密码 表 。 转 录 和 翻译 的 大 致 轮廓 充分 显现 出 来 了 , 这 
十 来 年 被 认为 是 分 子 遗传 学 发 展 的 黄金 时 期 。 

当然 , 蛋白 质 合成 是 生命 体 的 一 个 最 基本 的 也 是 最 重要 的 分 子 生 物 学 功能 ， 
它 不 仅仅 是 简单 地 从 mRNA 到 多 肽 的 线性 反应 , 还 包括 了 mRNA 剪接 、 多 肽 的 修 
饰 ,以 及 细胞 内 的 运输 等 一 系列 复杂 而 有 序 的 调节 和 控制 过 程 , 我 们 将 会 在 后 续 
章节 中 讨论 这 些 问题 。 


aa,-tRNA; 
到 达 
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核糖 体 的 移动 方向 


1-24 蛋白 质 合成 示意 

据 biochemistry course 
资料 ,aai~aar 代 表 不 同 的 
氨基 酸 。 
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图 1-25 不 同 发 育 阶 
段 血 红 蛋 白 基 因 表 达 
的 种 类 和 相对 强度 ( 改 
自 expression of gene_ 
globins 网 ) 


8$ 1.5 基因 功能 表达 的 遗传 调控 
一 一 操纵 子 学 说 的 理论 与 实验 基础 


从 讨论 孟 德尔 、 摩 尔 根 的 工作 ,到 分 子 遗传 学 的 发 展 ,我 们 一 直 把 一 个 表达 功 
能 的 基因 作为 研究 的 对 象 。 这 很 可 能 会 使 我 们 会 产生 一 种 错觉 ,似乎 所 有 的 基因 
每 时 每 刻 都 在 表达 着 功能 。 事 实 上 , 基因 功能 的 表达 是 有 条 件 的 , 是 受到 严格 的 
调节 和 控制 的 。 如 大 肠 杆 菌 约 有 3 000 个 基因 , 可 它们 并 不 以 相同 的 速率 表达 其 
功能 ,不 同 的 蛋白 质 在 细菌 细胞 中 的 数量 差别 可 达 10 000 售 之 多 。 对 于 多 细胞 真 
核 生 物 来 讲 , 不 同 的 组 织 器 官 执行 不 同 的 功能 , 合成 不 同 的 酶 或 其 他 蛋白 质 。 如 
肝 细 胞 合成 肝 白 蛋白 以 及 与 消化 \ 吸 收 、 解 毒 有 关 的 许多 酶 蛋白 ,而 红细胞 合成 的 
是 血红 蛋白 , 小 淋巴 细胞 合成 的 是 免疫 球 蛋白 , 肌纤维 细胞 合成 的 是 肌 球 蛋白 。 
即使 是 同一 个 器 官 或 组 织 , 在 不 同 的 发 育 阶段 合成 的 蛋白 质 也 有 质 的 差别 。 图 
1-25 是 血红 蛋白 a、B、y、s 和 6 等 在 个 体 发 育 不 同 阶段 中 的 表达 情况 。 显 而 易 见 ， 
基因 表达 的 时 间 、 空 间 和 程度 的 差异 正 是 生命 活动 的 根本 特征 , 也 是 分 化 ,发 育 ， 
乃至 衰老 和 癌变 等 生理 和 病理 

100 | 现象 的 基础 。 然 而 ,分 子 遗传 学 
ail 的 中 心 法 则 和 遗传 密码 表 只 能 
说 明基 因 怎 样 决定 蛋白 质 的 结 
构 和 功能 , 却 不 能 解释 基因 表达 
的 时 空 差异 ; 即 基因 表达 的 组 织 
器 官 和 发 育 阶段 特异 性 。 这 样 ， 











各 种 血红 蛋白 合成 的 相对 百 分 含量 (%) 
è 
+—4 


| i 有 关 基 因 表达 的 遗传 调控 的 研 
V3 8 L 究 渐 浙 成 为 现代 遗传 学 的 核心 
出 生前 怀孕 时 间 (月 ) _ 出 生 后 月 龄 课题 。 

ied 本 节 主 要 讨论 法 国 遗 传 学 


家 雅 各 布 和 莫 诺 在 20 世 纪 60 年 代 初 提出 的 操纵 子 学 说 的 理论 和 实验 基础 。 第 4 
章 还 将 深入 讨论 基因 表达 调控 问题 。 


1.5.1 问题 的 实质 

DNA 双 螺旋 模型 提出 以 后 , 基因 几乎 就 是 一 段 DNA 分 子 的 同义词 。 它 能 精 
确 地 复制 , 能 编码 一 种 蛋白 质 。 中 心 法 则 和 遗传 密码 表 说 明 , DNA 所 含 的 信息 对 
于 决定 一 种 蛋白 质 的 结构 来 说 是 必需 的 , 也 是 充分 的 。 所 谓 基 因 表 达 的 调控 , SE 
际 上 指 的 是 这 种 结构 信息 由 DNA 向 蛋白 质 传递 速率 的 调节 和 控制 。 基 因 表达 的 
调节 和 控制 可 以 有 两 个 不 同 的 水 平 : 一 是 控制 mRNA 的 合成 , 即 控制 DNA 信 息 
向 RNA 传 递 的 速率 ; 二 是 控制 蛋白 质 的 合成 , 即 控制 信息 由 RNA 向 蛋白 质 传递 
的 速率 。 这 两 种 控制 的 本 质 是 不 同 的 , 前 者 是 基因 水 平 的 调控 , 后 者 是 细胞 水 平 
的 调控 。 这 是 基因 表达 调控 的 第 一 个 实质 性 问题 。 

另 一 个 更 为 重要 的 问题 是 基因 功能 表达 的 时 空 差异 究竟 是 取决 于 蛋白 质 的 
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结构 信息 呢 , 还 是 取决 于 某 种 和 结构 信息 无 关 的 控制 因素 ? 或 者 说 , 是 否 存在 与 
结构 信息 无 关 的 调控 信息 ? 操纵 子 学 说 就 是 回答 这 两 个 根本 问题 的 。 


152 MAS 

1900 47-3 44 (F. Diener) 发 现 , 当 酵母 依靠 乳糖 或 半 乳 糖 提 供 碳 源 和 能 源 时 ， 
酵母 细胞 就 含有 与 乳糖 的 利用 和 代谢 有 关 的 酶 , 而 一 旦 移 至 以 葡萄 糖 为 碳 源 的 培 
养 基 上 , 这 些 酶 就 会 渐渐 消失 。20 世 纪 20 年 代 , FEE (H. Karstrom ) 研究 了 
在 细菌 中 发 现 的 类 似 现象 ,他 把 细菌 中 的 酶 分 成 两 大 类 : 一 类 叫 组 成 酶 , 这 类 酶 
的 出 现 和 培养 条 件 无 关 ; 另 一 类 叫 适 应 酶 , 这 类 酶 只 有 在 培养 基 中 存在 相应 的 底 
物 时 才能 合成 。 大 肠 杆 菌 的 B 半 乳糖 苷 酶 是 研究 得 较 多 的 一 种 适应 酶 。1946 一 
1961 年 ,法 国 的 微生物 遗传 学 家 莫 诺 研究 这 个 酶 长 达 15 年 之 久 , 他 发 现 这 个 酶 是 
研究 基因 表达 调控 的 良好 实验 研究 系统 , 原因 是 这 个 酶 的 合成 速率 可 以 直接 通 
过 改变 培养 基 的 成 分 来 调节 , 如 培养 基 中 乳糖 的 存在 可 以 诱导 B 半 乳糖 昔 酶 的 合 
成 。 莫 诺 把 酶 的 适应 现象 改称 为 酶 的 诱导 现象 , 把 能 诱导 酶 合成 的 化 合 物 (包括 
底 物 ) 称 为 诱导 物 ,把 适应 酶 改称 为 诱导 酶 。 

葛 诺 的 第 一 个 发 现 是 , 某 些 具有 很 强 的 诱导 作用 的 诱导 物 不 一 定 是 诱导 酶 的 
底 物 。 例 如 ,B 半 乳糖 苷 酶 的 正常 底 物 是 带 有 半 乳 糖苷 的 乳糖 : 


HO O OH 
OH 
saiit B 半 乳 精 苷 刍 oa T 
HO Q B “ELBE Ba 
o 半 乳 糖 
OH OH 
o: OH HOCH, 
OH HOCH, HO D a 
乳糖 ? i 
OH 
HO 
OH 
葡萄 糖 


但 是 ,B 半 乳糖 苷 的 一 种 含 硫 类 似 物 异 两 基 硫 代 半 乳糖 苷 (isopropyl 
thiogalactoside, IPTG) 虽 不 能 为 细菌 所 利用 , 却 是 B 半 乳糖 苷 酶 的 高 效 诱导 物 , 其 
结构 式 为 : 
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1-26 不 耗费 诱导 
物 的 酶 诱导 动力 学 实验 


B 半 乳糖 苷 酶 数量 (hg) 





10 20 30 40 50 60 70 80 90 
细菌 的 总 蛋白 (ug) 


莫 诺 由 此 想到 诱导 物 不 一 定 是 诱导 酶 的 底 物 , 而 只 是 给 细胞 一 个 合成 8 半 乳 糖 音 
酶 的 化 学 信息 。 这 个 发 现 不 仅 使 莫 诺 把 适应 酶 改 为 诱导 酶 的 理由 更 加 充分 , 而 
且 使 他 获得 了 一 个 极 好 的 实验 模型 。 在 这 个 模型 中 , 他 以 甘油 为 碳 源 和 能 源 , 以 
IPTG 为 诱导 物 , 以 B 半 乳糖 苷 酶 为 研究 对 象 , 因为 细菌 并 不 能 利用 IPTG , 就 有 可 
能 在 诱导 物 浓度 恒定 不 变 的 条 件 下 ,研究 酶 诱导 的 生化 动力 学 。 他 发 现在 加 入 诱 
导 物 后 几 分 钟 , 酶 的 合成 可 达到 最 高 速率 。 在 去 除 诱导 物 后 , 酶 的 合成 即 告 停止 
(图 1-26)。 

对 于 这 种 快速 诱导 , 有 两 种 可 能 的 解释 : O 在 诱导 物 的 存在 和 作用 下 , 早先 
就 在 细胞 内 的 “前 酶 ”被 激化 为 有 活性 的 酶 ; @ 诱导 物 的 存在 使 细胞 的 调控 系统 
作用 于 酶 合成 机 构 ,促使 酶 的 大 量 合成 。 

为 了 确定 识 是 熟 非 , 莫 诺 做 了 一 个 判断 性 实验 。 他 先 把 细菌 培养 在 含 放射 性 
“Ss 的 培养 基 中 , 但 不 加 诱导 物 。 经 几 代 增 殖 后 , 把 被 放射 性 同位 素 标 记 的 细菌 移 
至 不 含 “S 的 培养 基 中 , 再 加 入 诱导 物 。 细 菌 开始 形成 B 半 乳糖 苷 酶 。 最 后 从 细 
菌 中 分 离 并 纯化 这 种 酶 , 测定 其 是 否 含有 “S。 结 果 表 明 , 诱导 产生 的 酶 并 不 含有 
放射 性 硫 ,表明 酶 并 非 由 先前 存在 于 细胞 的 前 酶 活化 而 来 , 而 是 在 诱导 物 出 现 后 
新 合成 的 。 

不 久 , 莫 诺 和 他 的 同事 发 现 乳糖 或 PTG 等 诱导 物 诱导 细菌 产生 的 不 仅 是 B 半 
乳糖 苷 酶 , 还 有 另外 两 种 酶 , 即 半 乳 糖 透 性 酶 和 半 乳 糖苷 乙酰 转移 酶 被 同时 诱导 ， 
这 两 种 酶 也 都 和 乳糖 的 吸收 利用 有 关 , 即 三 种 酶 在 诱导 物 出 现时 同时 被 诱导 合成 ， 
去 除 诱导 物 后 又 一 起 被 阻 遏 ,这 种 诱导 多 效 性 是 诱导 现象 的 又 一 个 重要 特征 。 


15.3 ”结构 基因 突变 和 调节 基因 突变 

早 在 1948 年 工 莱 德 伯 格 就 用 伊 红 亚 甲 蓝 琼脂 培养 基 (EMB 培 养 基 , 内 含 伊 
红 黄 、 甲 基 蓝 和 乳糖 ) 分 离 到 许多 不 能 发 酵 乳糖 的 突变 菌 Zac 。 能 够 发 酵 乳糖 的 
野生 型 菌 Zac EEMB 培养 基 上 生成 的 菌落 呈 暗 红色 , Lac 突变 菌 的 菌落 呈 灰 白 
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色 , 这 是 很 好 的 实验 系统 , 它 把 一 个 生化 性 状 转变 为 很 容易 识别 的 形态 性 状 。 但 
E, 分 析 表 明 不 能 发 酵 乳 糖 的 细菌 , 即 表 型 为 Zac 的 细菌 的 遗传 基础 不 一 定 是 相 
同 的 。 有 些 Lac 突变 是 由 于 B 半 乳糖 苷 酶 的 缺陷 , PRA LacZ 突变 。LacZ 突变 
FAA BEAR Lac” 菌 那 样 使 产 色 性 底 物 O- 硝 基 葵 酚 -p- 半 乳糖 昔 水 解 后 产生 O- 硝 基 
茶 酚 。 但 有 些 Lac 菌 能 水 解 这 种 产 色 性 底 物 ,说 明 这 些 细菌 不 是 Z 突变 菌 。 进 
一 步 分 析 表 明 Zac 可 能 起 源 于 三 种 不 同 的 基因 突变 : 

LacZ” ,8B 半 乳糖 苷 酶 缺陷 突变 ; 

Zac7 , 半 乳 糖 透 性 酶 缺陷 突变 ; 

LacA , 半 乳 糖苷 乙酰 转移 酶 缺陷 突变 。 

当然 ,在 实验 过 程 中 也 分 离 到 了 一 些 双 重 或 三 重 突变 型 细菌 。 

不 久 , 工 莱 德 伯 格 又 发 现 了 一 种 新 的 突变 型 , 它 不 是 乳糖 发 酵 缺 陷 菌 , 而 是 有 
关 乳 糖 发 酵 的 三 种 酶 的 合成 不 再 依赖 于 诱导 物 的 存在 。 显 而 易 见 , 这 不 是 编码 
这 三 种 酶 的 结构 基因 的 突变 , 而 是 酶 合成 调控 中 十 分 重要 的 “诱导 (induction)” 
特性 的 改变 。 从 这 种 突变 型 细菌 分 离 到 的 与 乳糖 发 酵 有 关 的 三 种 酶 的 结构 和 功 
能 都 是 正常 的 。 这 种 突变 菌 定名 为 LacT", 它 并 不 是 编码 酶 的 结构 基因 (structure 
gene) 发 生 了 突变 ,而 是 调节 结构 基因 表达 的 基因 发 生 了 突变 ,所 以 它 是 调节 基因 
(regulator gene) 突变 菌 , 这 种 突变 使 细菌 失去 了 “诱导 ” 表 型 , 原来 的 诱导 酶 成 了 
组 成 酶 ,是 一 种 组 成 型 突变 。 

对 于 Lac7 的 性 质 也 可 以 有 两 种 可 能 的 假设 : 一 是 Lacl 突变 细胞 内 有 一 种 
“固有 的 诱导 物 ”; 二 是 细胞 内 缺乏 一 种 “活性 抑制 物 ” 。 为 了 解决 这 又 一 个 “二 
中 择 一 ”的 问题 , 帕 迪 (A. Pardee)、 雅 各 布 和 莫 诺 一 起 做 了 一 个 判断 性 实验 。 

他 们 用 LacTZ’ 细 菌 和 LacTZ 细菌 做 杂交 实验 (关于 细菌 杂交 的 本 质 、 性 因 
子 F 的 结构 和 特性 , 以 及 高 频 F 转 导 性 质 等 都 将 在 第 2 章 中 详细 讨论 。 这 里 需要 
了 解 的 是 ,F 因子 是 一 个 能 整合 于 细菌 的 环 状 DNA 分 子 ,并 使 环 状 DNA 断裂 , 进 
而 从 供 体 细胞 转移 至 受 体 细胞 )。 整 个 实验 过 程 如 图 1-27 所 示 , 先 将 生长 于 无 
诱导 物 的 培养 基 上 的 LacTZ*Hfr( 供 体 菌 ) 和 生长 于 同样 培养 基 上 的 LacT ZF 


1-27 在 E. coli Lacl*Z’Sm°T6*Hfr 5 Laci Z- 
Sm TEF 杂交 实验 中 , 受 体 菌 产生 的 部 分 合子 的 B 半 乳 
糖苷 酶 的 合成 和 诱导 物 存在 的 关系 ( 改 自 G. S. Stent) 

接合 前 和 接合 期 内 培养 基 中 不 含 诱导 物 , 在 供 体 
LacT 7Z 基因 进入 受 体 细 胞 后 分 别 加 入 鸣 菌 体 T6 和 链 霉 
素 (Sm) 以 杀 死 供 体 细胞 。 不 加 诱导 物 的 为 对 照 组 , 实验 
时 间 (h) 组 在 供 体 细 胞 被 杀 死 后 加 入 诱导 物 。 


B 半 乳 糖苷 酶 (每 毫升 含 酶 活性 单位 ) 
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〈 受 体 菌 ) 做 接合 杂交 实验 ,观察 杂交 细胞 是 否 有 Z 基 因 编 码 的 酶 产生 。 杂 交 前 ， 
培养 基 上 没有 诱导 物 ,所 以 Zac7Z Hfr ARRE ÆR, 而 LacTZ FF 突变 菌 虽 是 
组 成 型 突变 ,但 因 Z 突变 而 失去 产生 B 半 乳糖 苷 酶 的 能 力 。 在 杂交 结合 发 生 后 
Lh, Hfr 菌 的 Z 基因 进入 F 细胞 , 酶 的 合成 就 开始 了 , 很 快 三 基因 也 进入 F 细 
胞 , 酶 的 诱导 被 阻 抑 而 停止 B 半 乳糖 苷 酶 的 合成 ; 如 果 在 这 时 加 入 诱导 物 , 酶 的 
合成 又 会 迅速 恢复 , 表明 酶 的 合成 又 变 为 诱导 型 的 了 , 即 酶 的 合成 又 以 诱导 物 
的 存在 为 前 提 了 。 

怎样 用 这 个 实验 来 回答 刚才 提出 的 “二 中 择 一 ”问题 ?如 果 说 LacI 细胞 中 
有 “固有 的 诱导 物 ”, IBA 4 Z 基因 进入 LacIl 细胞 后 就 应 使 B 半 乳糖 苷 酶 的 合 
成 转 为 组 成 型 。 事 实 上 , 由 于 三 基因 的 进入 而 阻 抑 了 2Z- 基因 的 表达 。 因 此 , 莫 诺 
等 认为 LacT 基因 的 产物 是 一 种 “能 抑制 遗传 信息 从 结构 基因 传 给 和 蛋白质” 的 阻 
遏 物 。 起 先 他 们 认为 广 基 因 产 生 的 阻 遏 物 是 一 种 RNA 分 子 ,后 来 因 发 现 了 LacI 
基因 的 温度 敏感 突变 和 正 珀 型 无 义 突 变 菌 , 才 提 出 阻 遏 物 是 一 种 蛋白 质 。 直 到 
1967 年 , 美国 哈佛 大 学 的 吉尔 伯 特 (W. Gilbert) 和 米 勒 希 尔 (B. Miiller-Hill) 才 用 
实验 证 实 三 基因 的 产物 是 一 种 阻 遇 蛋白 。 

要 搞 清 阻 遏 物 的 性 质 ,最 好 的 办 法 是 分 离 纯化 并 研究 它 的 结构 。 但 是 大 肠 杆 
菌 细胞 中 的 阻 遏 物 数量 非常 少 , 一 般 情 况 下 , 每 个 细胞 只 有 10 个 分 子 , 约 占 细 胞 
蛋白 总 量 的 0.001%, 提取 这 样 微量 的 蛋白 质 几乎 是 不 可 能 的 。 吉 和 尔 伯 特 和 米 勒 
和 希 尔 用 两 种 方法 来 增加 细胞 中 阻 遏 物 的 含量 : 一 是 选 出 一 种 Zac 有 突变 菌 , 这 是 
调控 7 基因 表达 的 突变 型 , 这 种 突变 使 7 基因 表达 加 强 , LacI* 细 胞 中 阻 遏 物 含量 
也 因而 增加 ; 二 是 用 叭 菌 体 将 Lac 区 段 转 导入 LacI* 细 胞 ,增加 细胞 内 I 基因 的 找 
贝 数 。 综 合 这 两 项 措施 , 细胞 中 阻 遏 物 的 含量 可 达 20 000 个 分 子 , 占 细胞 蛋白 总 
量 的 2%, 为 提取 和 纯化 阻 遏 物 创造 了 条 件 。 

吉尔 伯 特 和 米 勒 希 尔 在 上 述 细胞 的 提取 液 中 , TILA *S fic AS IPTG, 使 之 与 
阻 遏 物 结合 。 然 后 把 与 IPTG 结 合 且 具有 放射 性 的 蛋白 质 分 离 纯化 , 并 做 分 子 量 
测定 和 动力 学 研究 。 结 果 表 明 阻 遏 物 是 一 个 分 子 量 为 37 000 的 四 聚 体 ,每 个 单 体 
有 一 个 诱导 物 的 结合 位 点 , 它 和 IPTG 的 解 离 常 数 为 10“ molL。 

关于 诱导 现象 还 有 一 点 必须 注意 , 诱导 物 诱 导 细 胞 产生 的 不 一 定 是 有 活 
性 的 酶 。 当 细胞 的 B 半 乳糖 苷 酶 基因 发 生 突变 后 , 很 可 能 会 合成 一 种 没有 酶 的 
活性 、 却 又 能 和 8B 半 乳糖 苷 酶 的 抗体 起 反应 的 肽 链 , 称 为 交叉 反应 物质 (cross- 
reaction material, CRM)。 实 验 研 究 表 明 , 当 用 诱导 物 IPTG 处 理 大 肠 杆 菌 Zac Z 
突变 菌 时 , 细胞 会 被 诱导 合成 大 量 的 CRM。 所 以 在 诱导 过 程 中 诱导 物 可 以 不 是 
诱导 酶 作用 的 底 物 ,诱导 物 诱导 产生 的 也 不 一 定 是 有 活性 的 酶 蛋白 。 这 两 种 反 
应 在 化 学 上 是 “无 故 ” 或 “无 效 ” 事件 ,但 具有 极为 重要 的 生理 学 意义 , 它 是 生物 
机 体 在 各 种 信号 分 子 调节 下 成 为 自主 、 自 律 功能 体 的 基础 。 活 细胞 并 不 完全 服 
从 化 学 规律 。 

在 阐明 Zac7 基 因 的 产物 ( 阻 遏 蛋白 ) 性 质 的 同时 , 人 们 还 会 提出 一 个 新 的 问 
题 : 在 没有 诱导 物 时 , 阻 遏 蛋 白 是 怎样 同时 抑制 编码 与 乳糖 发 酵 和 利用 有 关 的 三 
种 酶 的 结构 基因 表达 的 ? 或 者 说 , 阻 遏 和 蛋白 的 多 效 阻 过 作用 的 靶 标 是 什么 ? 
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15.4 ”操纵 基因 和 操纵 子 

在 实验 过 程 中 , 雅 各 布 和 莫 诺 分 离 到 一 种 新 的 Lac1 基 因 突 变 , 与 工 莱 德 伯 格 
分 离 到 的 Lacr 突 变相 反 , 这 种 突变 使 细胞 在 诱导 物 存 在 时 ,也 不 能 合成 B 半 乳糖 
苷 酶 等 三 种 诱导 酶 , PRN Lach 突变 。 雅 各 布 和 英 诺 用 实验 证 实 LacT* 编码 产生 的 
阻 遏 蛋白 失去 了 和 诱导 物 结合 的 能 力 , 致使 在 诱导 物 存在 时 ,仍然 阻 遏 诱导 酶 的 
合成 。 所 以 FacF 突 变 也 是 一 种 调节 基因 突变 , 其 突变 产物 即 变 异 的 阻 歇 蛋白 始 
终 是 与 阻 过 作用 靶 标 结合 在 一 起 的 。 

雅 各 布 和 莫 诺 称 阻 遏 物 作 用 的 靶 标 为 操纵 基因 (operator gene), 它 是 能 够 与 
阻 遏 物 发 生 特异 性 结合 的 一 段 DNA, 对 Z、 4 三 个 基因 的 表达 调控 有 多 效 性 。 
重组 分 析 表 明 ,Z、Y 和 4 三 个 结构 基因 是 紧密 连锁 的 , 而 7 基因 虽然 与 Z 基 因 非 常 
接近 ,但 并 不 直接 相连 , 所 以 就 有 理由 假定 操纵 基因 LacO 介 于 LacT 和 LacZ 之 间 。 
可 以 预期 , ZacO 的 突变 会 改变 它 与 阻 遏 物 结合 的 亲和力 , 也 可 能 完全 丧失 与 阻 遏 
物 结合 的 能 力 。 当 操纵 基因 Laco 和 阻 遏 物 的 亲和力 消失 时 , 这 个 ZacO 的 突变 型 
XIZ, Y 4 来 讲 都 是 组 成 型 ,所 以 可 称 为 ZacO"。 当 ZacO 突 变 导 致 它 与 阻 遏 结合 
后 不 能 分 开 , 则 会 是 一 个 经 诱导 也 不 能 表达 Z、7Y、4 的 三 重 酶 缺陷 型 , 称 为 LacO"。 

不 久 , 雅 各 布 和 莫 诺 确实 分 离 到 了 Lac0O 和 LacO" 两 种 突变 ,经 杂交 重组 和 连 
锁 分 析 发 现 ,LacO 和 LacI 是 不 等 位 的 ,LacO" 突 变型 细胞 的 LacT 基因 的 表达 是 正 
WAY. 

必须 指出 , ac 六 和 ZacO? 两 种 突变 虽然 都 能 使 三 种 诱导 酶 成 为 组 成 型 表 型 ， 
但 当 Zac 太 与 相对 应 的 野生 型 杂交 时 ,Zac 三 对 野生 型 基因 Zuc 太 呈 隐 人 性; 而 LacO” 
与 相对 应 的 野生 型 杂交 时 , LacO’ Xt LacO* 2 BE, 说 明 两 者 的 作用 机 制 是 不 一 
样 的 。 尤 其 值得 注意 的 是 , ZacO 只 能 调控 位 于 同一 DNA 分 子 上 的 结构 基因 ， 
而 Lac1 对 结构 基因 的 调节 要 通过 它 所 编码 的 阻 过 蛋白 , 所 以 没有 位 置 效应 。 表 
1-7 汇 总 了 各 种 有 代表 性 的 突变 型 的 基因 型 及 其 表 型 , 以 及 在 部 分 二 倍 体 中 的 显 
隐 性 关系 。 


表 1-7 几 种 有 代表 性 基因 突变 型 及 部 分 二 倍 体 的 基因 产物 的 相对 浓度 








LacI*Z*A* 0.1 100 0.1 100 ”野生 型 调控 模式 


Lacl-Z*A* 100 100 99 90 FOR HERE 
Lacl-Z*A*/F Lacl*Z*A* 1 240 1 270 ”有 双 份 Z 4 
Lacl'*Z*A* 0.1 1 1 1 诱导 无 效 
Lacl'Z*A*/F Lacl*Z*A* 0.1 2 1 3 MZ BBE 
LacO‘Z*A* 25 95 15 100 ”组 成 型 表达 
LacO’Z A'/F LacO°Z*A™ 180 440 1 220 Of BBR 
Lacl’O°Z A’/F Lacl’ OZ’ A* 190 219 150 220 对 O' 无效 
Lacl*0°Z* A* <0.1 <0.1 一 1 二 1 0 突变 使 诱导 无 效 


Lacl’O°Z‘A'/F Lacr O'ZA 1 260 2 240 O* 不 影响 人 表达 
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1-28 大 肠 杆菌 乳 
糖 操纵 子 (Lac operon) 
调控 模型 


在 大 量 实验 研究 和 理论 探讨 的 基础 上 , 雅 各 布 在 20 世 纪 60 年 代 提 出 了 “ 操 
纵 子 (operon)” 概 念 。 他 说 :“ 像 LacOZYA 这 样 在 结构 上 紧密 连锁 , 在 信息 传递 中 
以 一 个 转录 单位 起 作用 而 协调 表达 的 遗传 结构 是 一 个 操纵 子 。 这 个 新 概念 后 来 
由 他 和 莫 诺 共同 发 展 为 阐述 基因 表达 遗传 调控 的 操纵 子 学 说 。 这 个 学 说 认为 ,由 
操纵 基因 和 受 它 调控 的 结构 基因 簇 紧密 连锁 协调 表达 而 形成 结构 和 功能 统一 的 
操纵 子 , 整个 操纵 子 受 调节 基因 的 调节 , 调节 基因 的 产物 是 阻 哆 物 。 在 没有 诱导 
物 的 条 件 下 , 阻 遏 物 和 操纵 基因 结合 , 抑制 结构 基因 簇 的 表达 ; 当 出 现 诱导 物 时 ， 
阻 遏 物 转 而 和 诱导 物 结合 而 释 出 操纵 基因 , 这 时 RNA 多 聚 酶 得 以 通过 与 操纵 基 
因 区 段 的 结合 而 导致 结构 基因 的 转录 和 翻译 ,使 结构 基因 簇 的 功能 以 一 个 完整 的 
转录 单位 (transcription unit) 得 以 表达 。 图 1-28 以 Zac 操 纵 子 为 例 说 明了 操纵 子 
学 说 的 主要 内 容 。 

概括 起 来 , 雅 各 布 和 莫 诺 的 理论 提出 了 一 系列 新 的 概念 , 如 结构 基因 、 调 节 
基因 操纵 基因 、 操 纵 子 和 阻 遏 物 、 诱 导 物 等 。 结 构 基 因 编 码 蛋 白质 一 级 结构 ; 调 
节 基 因 编 码 阻 坎 物 ; 阻 遏 物 能 通过 和 操纵 基因 的 结合 , 而 控制 结构 基因 的 信息 从 
DNA 向 蛋白 质 的 传递 速率 ; 操纵 基因 和 受 它 控制 的 功能 相关 的 结构 基因 簇 组 成 
操纵 子 。 结 构 基 因 服 从 “一 个 基因 一 种 蛋白 质 ” 的 原则 , 而 调节 基因 和 操纵 基因 
可 调节 和 影响 多 种 蛋白 质 的 合成 。 

雅 各 布 和 葛 诺 在 他 们 的 经 典 论文 的 最 后 写 道 :“ 为 什么 细胞 中 的 基因 不 在 所 
有 的 时 间 表 现 其 全 部 遗传 潜能 呢 ? 这 是 因为 生物 体 的 生存 需要 协调 , 协调 就 要 求 
抑制 。 亚 性 肿瘤 也 许 是 抑制 遭 到 破坏 后 危及 生命 的 一 个 实例 。 


一 一 一 | o z | r| aj] ms 
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Be 
阻 遇 物 
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在 分 子 水 平 上 证 实 操纵 子 学 说 的 最 富 戏剧 性 的 一 幕 , 是 操纵 基因 的 分 离 及 
其 核 苷 酸 序列 的 测定 。 吉 尔 伯 特 和 米 勒 希 尔 利用 他 们 分 离 到 的 LacI 编 码 的 阻 遏 
ATA, 分离 了 大 肠 杆菌 的 Lac 操 纵 子 的 操纵 基因 。 他 们 先 把 含有 Lac 片 段 的 
VAE DNA ERK, 用 超声 波 将 该 DNA 切 分 成 长 度 为 1kb 左 右 的 片段 。 然 后 
加 入 阻 遏 物 使 之 和 DNA 片段 混 合 液 中 的 包含 LacO 的 片段 结合 。 丹 育 一 定时 间 
后 , 用 硝酸 纤维 滤 膜 过 滤 , 这 时 游离 的 DNA 片段 会 透 过 滤 膜 , 结合 了 阻 遏 蛋 白 的 
DNA 片 段 则 会 滞留 在 滤 膜 上 。 收 集 DNA 和 阻 遏 物 结合 所 形成 的 复合 物 , 加 入 过 
Æ HJ IPTG, 使 PTG 与 阻 遇 物 结合 , 而 释 出 包含 了 ZacO 的 DNA 片 段 。 富 集 DNA 
后 重新 溶解 ,再 加 入 阻 遏 物 ,以 保护 LacO 区 段 。 然 后 用 胰 源 DNA 酶 处 理 , 除 去 未 
与 阻 遏 物 结合 的 两 人 出 DNA (图 1-29)。 收 集 Lac0- 阻 遏 物 复合 物 ,再 用 IPTG 脱 去 
阻 遏 物 ,得 到 LacO DNA。 最 后 以 此 为 模板 , 转录 出 RNA 并 测定 其 核 苷 酸 序列 。 
结果 表明 ,ZacO 包 括 28 对 碱 基 , 碱 基 组 合 呈 轴 对 称 。 操 纵 基 因 的 这 种 对 称 性 和 阻 
遏 物 的 四 聚 体 结构 是 相互 匹配 的 。 





操纵 基因 \ 


DNA 


| mes 


受 保护 的 操纵 子 区 段 


5' -TGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACA-3' 
3' -ACACACCTTAACACTCGCCTATTGTTAAAGTGTGT-5' 


在 结束 本 章 的 时 候 ,我 们 简单 回顾 一 下 基因 概念 产生 和 发 展 的 历史 。 

重 德尔 的 工作 表明 , 基因 是 在 生物 遗传 性 状 的 传递 和 表达 上 具有 相对 独立 性 的 
遗传 物质 单位 。 斯 特 带 文 特 关 于 复 等 位 基因 的 工作 、 伊 斯 特 关于 数量 性 状 的 工作 5 
勒 关于 果 蝇 诱 变 的 研究 ,都 极 大 地 延伸 了 备 德 尔 的 基因 观 ,但 没有 从 根本 上 改变 它 。 

在 萨 顿 假设 的 启示 下 , 摩尔 根 把 基因 定位 于 染色 体 上 , 证 明基 因 是 在 染色 体 
上 作 直 线 排 列 的 遗传 物质 单位 , 它 是 突变 、 重 组 和 功能 表达 三 位 一 体 的 。 摩 尔 根 
学 派 的 工作 把 遗传 学 发 展 到 了 一 个 全 新 的 阶段 ,解决 了 基因 的 物质 载体 问题 。 

比 德尔 和 埃 弗 吕 西 、 塔 特 姆 的 合作 取得 了 突破 性 的 成 就 ,用 实验 证 明基 因 是 
决定 蛋白 质 一 级 结构 的 遗传 物质 单位 。 他 们 从 研究 基因 的 原始 作用 出 发 ,促进 了 
遗传 学 向 分 子 水 平 发 展 。 


图 1-29 LacO 的 分 离 
程序 及 其 核 音 酸 序列 
( 改 自 W. Gilbert 等 ) 
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以 卢 里 亚 和 德尔 布 吕 克 为 代表 的 噬菌体 学 派 ,率先 利用 结构 最 简单 的 生命 体 
哈 菌 体 来 研究 蛋白 质 和 核酸 这 两 大 类 生命 大 分 子 在 遗传 和 变异 中 的 作用 。 

J. 下 . 格 里 菲 思 的 转化 实验 引出 了 艾 弗 里 的 判断 性 实验 , 他 和 同事 用 反 证 法 证 
明基 因 的 化 学 本 质 是 DNA。 沃 森 和 克 里 克 提 出 DNA 双 螺旋 模型 是 分 子 遗 传 学 
的 开端 。 梅 塞 尔 森 和 斯 塔 尔 的 实验 解决 了 DNA 自体 催化 问题 ,中心 法 则 和 遗传 
密码 表 的 确立 使 DNA 异体 催化 功能 具体 化 。 在 这 个 阶段 , 基因 被 看 作 是 一 段 具 
有 特定 的 遗传 学 功能 的 DNA 片段 。 雅 各 布 和 莫 诺 的 操纵 子 学 说 使 基因 概念 又 获 
得 一 次 升华 。 人 们 看 到 基因 是 一 个 在 特定 的 遗传 调控 系统 的 调节 和 控制 下 表达 
其 功能 的 遗传 物质 单位 。 在 操纵 子 学 说 提出 后 6 年 , 吉尔 伯 特 和 米 勒 希 尔 分 离 到 
阻 遏 物 和 操纵 基因 ,为 建立 在 整体 调控 水 平 上 的 基因 理论 莫 定 了 坚实 的 基础 。 

回顾 过 去 ,我 们 看 到 科学 家 们 在 具体 的 历史 条 件 下 提出 的 概念 和 学 说 会 随 着 
科学 的 发 展 和 技术 的 进步 而 改变 ,或 修正 ,或 发 展 ,或 扬弃 ,或 更 新 。 然 而 ,科学 家 
们 的 创造 性 思维 和 独具匠心 的 实验 研究 对 科学 发 展 的 贡献 却 是 永恒 的 。 我 们 以 
著名 的 分 子 遗传 学 家 科恩 在 纪念 莫 诺 时 讲 的 一 段 话 作为 本 章 的 结语 : 

“我 认为 莫 诺 是 我 们 这 个 时 代 最 富 于 创造 性 的 人 物 之 一 。 这 并 不 是 因为 他 曾 
经 是 正义 事业 的 领袖 , 也 并 非 由 于 他 是 分 子 生物 学 的 一 位 创始 人 ,或 研究 机 构 的 
葛 基 人 和 导师 。 他 之 所 以 成 为 最 富 创 造 性 的 人 物 , 是 因为 他 以 无 私 无 欲 而 又 深沉 
执着 的 思考 来 探索 获取 知识 的 道路 。 他 坚信 唯 有 这 种 求知 的 过 程 才 应 该 成 为 学 
术 体 系 的 伦理 价值 和 美学 价值 的 基础 。 
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第 2 章 细菌 和 病毒 的 遗传 分 析 


从 巴 斯 德 (L. Pasteur)、 科 赫 和 人 詹 纳 (E. Jenner) 等 开创 微生物 学 研究 起 , 就 
产生 了 有 关 细 菌 遗 传 和 变异 的 概念 , 特别 是 科 赫 发 明了 用 凝 胶 制作 的 固体 培养 
基 , 使 医生 和 科学 家 很 容易 地 能 得 到 单个 细菌 起 源 的 菌落 , 即 遗传 起 源 单 一 的 细 
菌 克 隆 。 但 是 , 长 期 以 来 流行 的 关于 细菌 变异 起 源 的 “获得 性 ”认识 堵 住 了 微 
生物 遗传 学 发 展 的 道路 。 直 到 1940 年 , 英国 的 化 学 动力 学 权威 欣 谢 尔 伍德 (C. 
Hinshelwood ) 在 《细菌 细胞 的 化 学 动力 学 》 一 书 中 还 坚持 :“ 抗 药性 是 细菌 细胞 正 
常 代谢 的 稳 态 平衡 在 药物 的 影响 下 ,被 移 位 到 一 个 较 不 易 受 药物 干扰 的 新 的 稳 态 
平衡 上 去 了 。 这 是 当时 流行 的 药物 适应 系统 论 的 代表 性 观点 。 细 菌 的 药物 适应 
被 称 为 是 “ 拉 马 克 的 获得 性 遗传 ”观点 的 最 后 一 块 “ 领 地 ”。 

1941 年 比 德尔 和 塔 特 姆 用 链 抱 考 做 的 营养 缺陷 型 突变 研究 ,标志 着 微生物 
遗传 学 的 萌芽 , 而 1943 年 卢 里 亚 和 德尔 布 吕 克 关 于 大 肠 杆 菌 抗 哄 菌 体 突变 研究 
论文 的 发 表 , 则 是 微生物 遗传 学 形成 的 里 程 碑 。 卢 里 亚 和 德尔 布 吕 克 用 设计 严 
密 的 实验 论证 细菌 的 抗 性 是 基因 突变 的 结果 , 所 谓 “ 获 得 性 遗传 式 的 适应 现象 “ 
实际 上 是 基因 突变 和 环境 选择 共同 作用 的 结果 。 他 们 的 论文 使 人 们 认识 到 细菌 
菌落 的 遗传 性 状 , 并 不 是 高 等 生物 中 看 到 的 那 种 在 个 体 水 平 上 呈现 的 性 状 , 而 是 
若干 个 世代 的 子 裔 构成 的 群体 特征 。 然 而 , 生物 群体 的 遗传 结构 , 即 群体 中 不 同 
基因 型 个 体 的 相对 频率 , 是 会 在 环境 因素 的 选择 作用 下 发 生 定 回 改变 的 。 卢 里 
亚 和 德尔 布 吕 克 的 文章 对 细菌 遗传 学 的 贡献 , 犹如 孟 德 尔 的 论文 对 整个 遗传 学 
的 贡献 。 

微生物 多 数 是 以 单 倍 体 世代 为 主 的 , 它 的 单 细胞 状态 使 它 和 周围 环境 的 相 
互 作 用 均匀 而 迅速 。 微 生物 代谢 旺盛 、 繁 殖 世 代 短 、 群 体 更 新 周期 比 高 等 生物 短 
得 多 , 这 些 都 是 微生物 群体 对 环境 选择 作用 反应 快速 、 灵 人 敏 、 容 易 显 效 的 主要 原 
因 。 从 某 种 意义 上 讲 , 微生物 遗传 学 研究 是 一 种 如 何 巧 妙 地 运用 选择 手段 的 实 
验 研 究 。 

在 突变 的 研究 中 ,可 以 利用 适当 的 培养 条 件 在 数 以 亿 万 计 的 细菌 或 病毒 个 体 
组 成 的 群体 中 选择 出 具有 某 种 遗传 特征 的 个 体 , 并 迅速 地 获得 突变 细胞 组 成 的 群 
体 , 还 能 进一步 从 中 选 出 双重 或 多 重 突变 体 。 

在 杂交 重组 实验 中 , 我 们 可 以 用 特定 的 培养 基 组 分 来 阻止 亲 代 细 胞 的 生长 ， 
而 让 出 现 频率 低 至 10 ”甚至 更 低 的 重组 体 迅速 增 殖 ,形成 杂种 细胞 克隆 。 
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研究 细菌 的 转 导 、 转 化 、 转 染 , 进行 基因 定位 、 基 因 的 精细 结构 和 功能 调控 的 
研究 ,无 不 依赖 适当 的 选择 手段 。 这 些 研 究 不 仅 使 我 们 能 借以 研究 发 生 概率 极 低 
的 小 概率 事件 , 还 有 机 会 来 发 现在 群体 较 小 的 实验 样本 中 难以 观察 到 的 科学 事 
件 ,促进 新 的 科学 概念 的 形成 与 发 展 。 

本 章 将 会 从 千变万化 的 实验 设计 中 ,领略 选择 的 作用 和 运用 选择 手段 的 一 些 
科学 原则 。 


§ 2.1 细菌 接合 和 遗传 重组 

经 典 遗传 学 是 在 研究 高 等 动 植物 在 有 性 生殖 过 程 中 反映 的 遗传 和 变异 规律 
的 基础 上 发 展 和 建立 起 来 的 , 它 对 于 细菌 和 病毒 这 样 的 生命 形态 是 否 也 适用 呢 ? 

不 少 微生物 学 家 曾经 探索 过 细菌 中 是 否 存在 类 似 动 植物 的 两 性 生殖 现象 ， 
但 一 直 得 不 到 肯定 的 结果 。 原 因 主 要 有 两 个 : 一 是 无 法 在 形态 学 上 找到 细菌 之 
间 发 生 接 合 或 细胞 融合 的 证 据 , 这 类 证 据 要 在 电子 显微镜 技术 发 展 的 基础 上 才 
能 获得 ; 二 是 没有 把 对 细菌 的 性 研究 和 遗传 分 析 结 合 起 来 ,得 不 到 确实 存在 遗传 
重组 的 判断 性 依据 。20 世 纪 40 年 代 中 期 ,I. 莱 德 伯 格 在 卢 里 亚 和 德尔 布 吕 克 做 
的 确定 细菌 突变 本 质 的 实验 和 分 析 的 启示 下 , 开始 用 遗传 学 分 析 的 方法 来 研究 
大 肠 杆菌 的 有 性 接合 和 遗传 重组 。 

J 莱 德 伯 格 用 两 种 不 同 的 营养 缺陷 突变 型 细菌 “杂交 ”来 研究 细菌 之 间 的 遗 
传 重组 。 例如, 大肠 杆菌 K12 的 生物 素 合成 缺陷 突变 菌 Bio 和 亮 氨 酸 合成 缺陷 突 
变 菌 Lew 混合 培养 一 段 时 间 后 , 把 菌 液 涂 布 在 只 含 碳水 化 合 物 而 不 含 氨基 酸 、 也 
不 含 其 他 生长 因子 的 基本 培养 基 上 , 如果 出 现 了 不 依赖 外 源 氨基 酸 和 维生素 就 能 
生长 的 野生 型 细菌 , 就 有 可 能 是 两 个 突变 品系 的 细菌 之 间 的 杂交 和 重组 的 产物 。 
但 是 , 我们 还 不 得 不 考虑 另 一 种 可 能 性 : 如 果 营 养 缺 陷 突变 型 细菌 Bio BK Lew 发 
生 自 发 回复 突变 , 也 会 在 基本 培养 基 上 形成 野生 型 菌落 。 因 为 当 细 菌 重组 的 频 
率 与 回复 突变 的 频率 都 很 低 时 ,例如 都 在 10“ 水 平时 ,两 者 是 很 难 区 分 的 。 因 此 ， 
械 莱 德 伯 格 设想 如 果 能 用 多 重 缺 陷 突变 
型 细菌 之 间 的 混合 培养 来 研究 细菌 的 
重组 , 就 可 以 将 营养 缺陷 型 细菌 回复 突 
变 为 野生 型 菌 的 可 能 性 降低 到 几乎 为 
零 , 如 双重 突变 菌 回复 为 野生 型 菌 的 概 
%H4H107(10°x 10°). Ait, 筛选 
多 重 营养 缺陷 突变 型 是 并 非 容 易 的 事 ， 
J. SEA Re PS AK A 
合作 ,终于 在 1946 年 开始 了 多 重 突变 品 
系 间 的 遗传 重组 研究 。 图 2-1 是 他 们 的 
一 个 经 典 实 验 的 示意 图 。 

重组 实验 的 具体 步 又 如 下 。 


Bio ` Met Pro* Trp” TI" 


IASA 
2x10// \ 2x10 


基本 培养 基 基本 培养 基 


Bio*Met'Pro*Trp*TI’ 
基本 培养 基 


Bio*Met*Pro Trp TT 
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图 2-1 细菌 遗传 重组 
实验 示意 

Bio : 生物 素 合 成 
缺陷 突变 ; Met: 甲 硫 
氨 酸 缺陷 突变 ; Pro: 
IA A M ik a RE; 
Trp: 色 氨 酸 缺 陷 突 
变 ; TI: 噬菌体 Tl1 抗 
性 突变 , 抗 性 菌 ; TI: 
鸣 菌 体 Tl 敏感 型 ,野生 
型 菌 ; Bio” Met Pro”、 
Trp” 为 野生 型 基因 ( 引 
自 D.T Suzuki) 
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图 2-2 证 实 菌 体 接触 
是 遗传 重组 的 先决 条 
件 的 U 形 管 实验 ( 引 自 
D.T Suzuki) 


(1) 取 大 上 肠 杆菌 K12 的 双重 营养 缺陷 突变 菌 Bio Met 和 双重 营养 缺陷 突变 
fA Pro Trp 在 含有 各 种 氨基 酸 和 生长 因子 的 完全 培养 液 中 混合 培养 过 夜 , 离心 洗 
脱 完 全 培养 基 后 涂 布 于 基本 培养 基 上 培养 。 

(2) 另 取 Bio Met 和 Po Trp 菌 分 别 于 基本 培养 基 和 相应 的 补充 培养 基 ( 如 
含有 生物 素 和 甲 硫 氨 酸 的 培养 基 , 或 售 有 腿 氮 酸 和 色 氨 酸 的 培养 基 ) 或 完全 培养 
基 上 涂 布 培养 。 

(3) 培养 一 定时 间 后 ,分 别 计数 各 类 培养 基 上 形成 的 细菌 菌落 数 。 

结果 表明 在 混合 培养 前 ,两 种 双重 缺陷 型 菌株 都 没有 在 基本 培养 基 上 形成 野 
生 型 菌落 , 而 在 混合 培养 后 涂 布 的 基本 培养 基 上 , 出 现 了 表 型 为 野生 型 的 菌落 ,其 
发 生 概 率 约 为 10 7。 

这 种 具有 野生 型 表 型 的 细菌 是 不 是 遗传 重组 的 产物 ?是 不 是 细菌 接合 的 产 
物 ? 在 回答 这 个 问题 之 前 , 还 必须 排除 回复 突变 之 外 的 另外 两 种 可 能 性 : | 不同 
营养 缺陷 型 细菌 之 间 的 互 饲 ; D 类 似 肺炎 球菌 转化 那样 的 DNA 转移 。 

我 们 可 以 来 分 析 J. 莱 德 伯 格 提 出 的 细菌 接合 引起 遗传 重组 的 假设 和 上 述 
两 种 可 能 情况 的 区 别 , 确认 是 细菌 接合 引起 遗传 重组 的 先决 条 件 是 细菌 菌 体 
之 间 有 过 直接 的 接触 , 而 互 饲 和 转化 都 不 必 以 不 同 遗 传 型 菌株 细菌 菌 体 之 间 
的 物理 接触 为 条 件 。 根 据 这 些 分 析 , 戴 维 斯 (B. Davis) Æ 1950 年 设计 了 一 种 
U 形 培养 管 , 把 两 种 营养 缺陷 突变 型 细菌 分 别 接种 于 UU 形 管 的 两 臂 , 中 间 用 和 孔 
径 小 于 0.1 pm 的 烧结 玻璃 滤 板 隔 开 , 这 样 的 微 孔 可 允许 DNA 或 其 他 具有 生 
物 活性 的 大 分 子 通 过 , 但 完整 的 细菌 菌 体 则 不 能 通过 。 待 细菌 生长 到 适当 程 
度 后 或 达到 生理 饱和 密度 时 , 缓慢 地 持续 抽 吸 培养 液 ( 图 2-2)。 在 这 样 的 条 
件 下 , 两 种 营养 缺陷 突变 型 细菌 是 在 共享 同一 培养 液 , 只 是 不 能 发 生 菌 体 的 直 
接 接触 。 然 后 用 器 形 管 两 臂 的 菌 样 涂 布 基本 培养 基 , 结果 没有 出 现 野生 型 细 
菌 菌落 。 戴 维 斯 的 实验 排除 了 细菌 之 间 互 饲 ,或 由 DNA 引 起 转化 这 两 种 可 能 
TE, 证实]. 莱 德 伯 格 和 塔 特 姆 1946 年 的 实验 结果 确实 是 两 种 营养 缺陷 突变 型 
细菌 接合 而 引起 的 遗传 重组 。 

然而 , 要 证 明基 因 重 组 的 存 
在 还 必须 进一步 研究 基因 的 分 
离 。 根 据 遗 传 学 原理 , 作为 单 倍 
体 的 细菌 , 在 涉及 2 对 基因 的 遗 
传 重组 中 应 产生 4 种 不 同 的 基 
因 型 和 表 型 , 涉及 3 对 基因 的 遗 
传 重组 应 产生 8 种 基因 型 和 表现 
型 。 对 于 细菌 的 营养 缺陷 突变 的 
遗传 重组 实验 来 讲 , 各 种 不 同 表 
型 的 细菌 只 有 在 非 选择 性 的 完全 
培养 基 上 才能 全 部 得 以 生长 。 然 
而 , 细菌 的 遗传 重组 率 是 非常 低 
没有 细菌 生长 没有 细菌 生长 ”的 ,为 10 ~10“, 所 以 不 利用 选择 
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性 培养 基 是 根本 不 能 显示 遗传 重组 产生 的 杂交 菌 后 代 中 携 有 营养 缺陷 突变 标志 
基因 的 子 裔 菌 所 形成 的 菌落 的 。 解 决 这 个 问题 的 方法 是 把 选择 性 标记 和 非 选择 
性 标记 结合 起 来 , 用 选择 性 标记 来 选择 杂交 重组 体 , 用 非 选择 性 标记 来 观察 基因 
的 分 离 现象 。 

例如 做 4B-C D* Lac S'T’ 45 A'B CD Lac’ S'TA Ft 4a BAY ARE EH, 可 
以 选用 营养 缺陷 突变 4 BO C AD 做 选择 性 标记 来 观察 Lac、S 和 7 三 对 基因 
的 分 离 , Lac” Lac 分 别 代表 能 和 不 能 利用 乳糖 , 能 利用 乳糖 的 Zac 菌 在 含 
有 伊 红 甲 基 蓝 (eosin-methylene blue, EMB) 的 培养 基 上 呈 红 色 , 而 不 能 利用 
乳糖 的 Lac 菌 则 在 含有 伊 红 甲 基 蓝 的 培养 基 上 仍 为 灰白 色 ; SS 和 5 分 别 代 表 
是 否 具 有 对 链 霉 素 的 抗 性 ; 7 和 矿 分 别 代表 是 否 具有 对 叭 菌 体 T 的 抗 性 。 实 
验 过 程 如 图 2-3。 

先 分 别 培养 参与 杂交 重组 的 两 株 营养 缺陷 突变 菌 , 并 用 相应 的 培养 基 上 鉴定 
各 自 的 遗传 性 状 , 即 用 培养 基 A 确 认 该 菌株 除了 相应 的 营养 缺陷 突变 外 还 具有 
对 链 霉 素 有 抗 性 、 对 噬菌体 T 敏 感 、. 在 EMB 培 养 基 上 不 显 色 ; 用 培养 基 B 确 认 
该 菌株 除了 相应 的 营养 缺陷 突变 外 还 具有 对 链 霉 素 敏 感 、 对 喉 菌 体 T 有 抗 性 、 在 
EMB 培养 基 上 显示 红色 。 然 后 将 两 个 菌株 混合 培养 12~24 h 使 杂交 重组 得 以 进 
行 ,再 将 菌 液 涂 布 在 基本 培养 基 C 上 , 以 营养 缺陷 突变 为 选择 基因 筛选 出 重组 菌 


ABC*D ABCD 
Lac ST a C Lac’S*T’ 
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3. Lac ST 


5. Lac’ S*T" 





7.Lac’S’T’ 


图 2-3 以 营养 缺陷 突 
变 4.5.C.D 为 选择 标 
记 , 以 Lac.S、7 为 非 选 
择 标 记 来 观察 重组 和 
分 离 现象 的 示意 ( 引 自 
D. T. Suzuki) 
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图 2-4 以 抗 性 突变 
为 选择 性 标记 , 以 营 
养 缺 陷 突变 为 非 选择 
性 标记 来 观察 重组 和 
分 离 现 象 ( 引 AD. T. 
Suzuki) 


43 CD 。 接 下 来 逐个 挑 出 培养 四 C 上 的 菌落 在 培养 中 D 上 划 线 培养 。D 培 养 
严 在 基本 培养 基 的 基础 上 做 了 些 改变 : 一 是 添加 了 EMB 以 显示 所 挑 出 的 菌株 能 
否 利 用 乳糖 ; 二 是 在 培养 下 的 特定 位 置 由 上 而 下 涂 划 链 霉 素 溶液 (S) 和 鸣 菌 体 T 
借以 分 别 显 示 所 挑 出 菌株 的 抗 性 性 状 。 图 2-3 的 培养 多 DD 代表 性 地 显示 了 Lac™ 
和 Lac SAIS 六 和 7 这 三 对 性 状 的 八 种 组 合 。 这 组 实验 巧妙 地 运用 了 多 种 选 
择 性 和 非 选择 性 培养 基 展 现 细 菌 的 基因 重组 和 分 离 。 图 2-4 显 示 的 是 另 一 种 实 
验 设计 , 它 以 链 霉 素 和 鸣 菌 体 抗 性 突变 为 选择 标记 , 得 除了 大 量 没有 发 生 重 组 的 
原始 菌株 。 再 把 营养 缺陷 突变 基因 分 为 两 组 : 一 组 以 A 和 B 为 选择 基因 ,借以 观 
察 非 选择 基因 C 和 刀 的 分 离 ; 另 一 组 以 C 和 刀 为 选择 基因 , 借以 观察 非 选择 基因 
4 和 B 的 分 离 。 这 组 实验 同样 展现 了 细菌 在 杂交 中 的 基因 重组 和 分 离 。J. 莱 德 伯 
格 和 塔 特 姆 的 这 一 系列 完整 的 实验 证 实 了 在 细菌 中 确实 存在 着 类 似 动 植物 有 性 
生殖 过 程 , 并 在 这 个 过 程 中 进行 了 基因 的 重组 和 交换 , 为 遗传 学 的 基本 原理 应 用 
于 微生物 莫 定 了 基础 。 
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§2.2 细菌 的 性 .性 因子 和 染色 体 的 单 向 传递 


细菌 杂交 重组 实验 的 成 功 , 促使 J. 莱 德 伯 格 等 去 寻找 更 多 的 标志 基因 来 做 实 
验 ,并 试图 画 出 细菌 的 基因 连锁 图 。 然 而 这 种 努力 的 结果 却 让 J. 莱 德 伯 格 和 塔 特 
姆 得 到 一 堆 无 法 解释 的 数据 , 因为 每 次 测 得 的 标志 基因 之 间 的 重组 率 都 不 一 样 ， 
有 的 数据 差异 大 到 令 人 难以 置信 的 程度 。 直 到 1953 年 , 哈 耶 斯 (W. Hayes) 的 一 
次 出 乎 意料 的 实验 才 使 人 们 重新 认识 了 细菌 接合 杂交 的 机 制 。 

最 初 , J. 莱 德 伯 格 和 塔 特 姆 在 总 结 大 肠 杆菌 K12 的 几 株 营养 缺陷 型 之 间 
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杂交 重组 实验 时 , 曾经 假定 接合 杂交 是 两 个 亲本 细胞 的 融合 , 双方 遗传 物质 配 
对 和 交换 , 进行 了 类 似 减 数 分 裂 那样 的 过 程 之 后 才 产生 重组 子 。 也 就 是 说 他 
们 认为 接合 的 双方 在 遗传 上 是 对 等 的 , 就 像 动 植物 中 峻 雄 配子 对 杂交 后 代 所 
贡献 的 遗传 物质 是 相等 的 ,而 哈 耶 斯 的 实验 对 这 种 看 法 提出 了 挑战 。 
为 了 验证 J 莱 德 伯 格 和 塔 特 姆 的 实验 , 哈 耶 斯 做 了 一 个 杂交 实验 : 


Met Thr’ Leu’ Thi’ ( 品 株 A) x Met’ Thr Leu Thi( 品 株 B) 


其 中 , Met, Thr Leu FU Thi DIRK PMAR, DAR, EARME RK Bo 
AE AFR BRAN A) AT AKER A EEH Met Thr Leu’ Thi’ ,这 
E J SRA A REE a E M A ESR (S) 分 别处 理 品 系 
AAIBAY, ARATE, ARERR AY A 菌株 和 未 经 处 理 的 B 
菌株 杂交 时 ,得 到 的 重组 体 数 和 不 用 链 霉 素 处 理 时 基本 相同 ; 而 用 经 链 霉 素 处 理 
的 B 菌 株 和 未 经 处 理 的 A 菌株 杂交 时 , 竟然 没有 重组 体 产生 。 为 了 解释 这 意外 
的 实验 结果 , 险 耶 斯 分 别 选 育 了 A 菌株 的 链 考 素 抗 性 突变 株 A(S) 和 B 菌株 的 抗 
性 突变 株 B(S") ,再 用 链 霉 素 处 理 来 证 实 上 述 正 反 交 的 结果 是 真实 的 。 哈 耶 斯 实 
验 的 示意 图 如 图 2-5。 

哈 耶 斯 发 现 B(S7) 在 链 霉 素 处 理 后 仍然 存活 是 重组 发 生 的 先决 条 件 , 他 的 结 
论 是 在 细菌 杂交 中 , 菌株 A 和 菌株 B 的 作用 是 不 等 同 的 ,B 的 存活 增殖 是 重组 子 
产生 的 必要 条 件 。 他 进一步 假定 , 菌株 A 是 遗传 物质 的 供 体 细 胞 ,B 是 接受 A 的 
遗传 物质 的 受 体 细胞 , 遗传 物质 的 重组 是 在 受 体 细胞 中 发 生 的 , 所 以 受 体 细胞 的 
存活 和 增殖 为 来 自 供 体 DNA 的 复制 , 及 其 与 受 体 的 DNA 发 生 重组 , 从 而 为 形成 





图 2-5 证 明细 菌 接合 
杂交 中 存在 供 体 菌 和 
受 体 菌 的 哈 耶 斯 实验 
(5| A D. T. Suzuki) 
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重组 子 提供 了 必 不 可 少 的 先决 条 件 。 供 体 细胞 和 受 体 细胞 的 关系 类 似 于 高 等 动 
植物 中 的 雄 体 和 上 肉体 。 
在 深入 研究 杂交 中 供 体 和 受 体 的 关系 中 , 哈 耶 斯 分 离 到 了 A 菌株 的 一 种 突变 
型 ,定名 为 A*。A' 自发 地 失去 了 与 受 体 菌 B 杂 交 而 产生 重组 体 的 能 力 。 把 大 量 
的 A" 突 变 菌 接种 在 含 链 霉 素 的 培养 基 上 , 可 筛选 得 到 A* CS) ARR. A’ (S’) 菌株 
ARRAPA (S) 一 样 都 不 能 和 B 杂 交 。 但 是 ,如 把 A"(S 和 A(S)( 有 与 B 杂 
交 能 力 , 但 对 链 霉 素 敏感 的 A 菌 株 ) 混合 培养 后 立刻 倒 人 含 链 霉 素 的 平 严 , 则 会 
{KY 30% BY A" (S) 变 为 能 和 B 杂 交 的 A(S") 菌 , 而 在 这 过 程 中 并 没有 发 生 任 
何 标 志 基 因 的 重组 。 不 久 , 莱 德 伯 格 夫妇 和 卡 瓦 利 -斯 弗 扎 (L. Cavalli-Sforza ) 也 
发 现 了 类 似 的 情况 , 他 们 推测 细菌 的 能 育 性 (fertility ) 是 供 体 细胞 特有 的 遗传 特 
征 , 它 是 由 能 育 因 子 (fertility factor)F 决 定 的 。 受 体 细 胞 中 并 没有 F 因 子 。 杂 交 
实验 表明 ,具有 能 育 因子 F 的 供 体 菌 (F") 和 没有 F 因 子 的 受 体 菌 (F- ) 接 合 而 发 生 
遗传 重组 的 概率 很 低 ( 约 为 107), 而 能 育 因 子 从 A(S’) 向 A*(S”) 转 移 的 频率 高 达 
30% 左 右 ,况且 F 因 子 的 转移 并 不 伴 以 标志 基因 的 重组 。 所 以 ,可 以 假定 F 因 子 和 
细菌 中 的 其 他 基因 并 不 在 同一 个 DNA 分 子 上 , 而 是 一 个 独立 的 DNA 分 子 。 直 到 
1961 年 ,法 库 (S. Falkow) 和 巴 龙 (L. Baron) 直接 分 离 到 了 FE 因子 , 并 用 梅 塞 尔 森 
和 斯 塔 尔 的 密度 梯度 法 测 出 了 它 是 一 个 密度 为 1.709 的 DNA 双 链 分 子 , 关于 F 因 
子 的 推测 才 得 以 证 实 。 现 已 测 得 F 因 子 为 长 为 94 500 bp( 碱 基 对 ) AY DNA AF, 
其 所 含 DNA 相 当 于 细菌 基因 组 DNA 的 3%。 
不 久 , 卡 瓦 利 -斯 弗 扎 和 哈 耶 斯 都 在 F` 菌 株 中 分 离 到 了 高 频 重组 (high 
frequency recombination, Hfr) 品系 , PKA Hfr Ao Hfr A AF 菌 杂 交 重 组 频率 要 
HEF AF 之 间 的 杂交 重组 频率 高 1000 倍 。 他 们 设想 Hfr 菌 和 F’ AeA FA, 
只 是 F 因 子 存 在 的 状态 不 一 样 , 但 对 这 种 F 因 子 存在 状态 改变 的 本 质 还 是 不 清楚 
的 。 哈 耶 斯 \ 沃 尔 曼 (E. Wollman)、 雅 各 布 一 起 深入 研究 了 Hfr 菌 的 行为 。 
sien 本 他 们 发 现 , 当 F 和 F 杂交 时 ,重组 子 的 
| a eee 45。 多数 标志 基因 是 原先 F- 细 胞 的 基因 , 但 重 
二 一 找 拌 以 中 断 细菌 接合 后 + ”组 于 的 交配 型 却 是 F 的 。 相 反 , 当 Hfr 与 Fr 
iia its 杂交 时 , 重组 子 中 基因 重组 频率 虽然 大 大 
提高 了 , 但 并 没有 改变 其 交配 型 , 即 重组 子 
的 交配 型 仍 为 受 体 细胞 的 F 型 。 
接着 他 们 又 进行 了 接合 重组 的 动 
力学 研究 。 沃 尔 曼 和 雅 各 布 将 Hfr 菌 
株 [Hfr(H)4'B'S] 与 F 菌株 [4BS 
(F) ] 以 1:10 的 比例 混合 培养 , 然后 在 
a 不 同 的 时 间 取 样 测 定 重 组 体 4*S 和 B'S 
0 i 30 30 (a o co 的 频率 (图 2-6)。 结 果 表 明 , 在 混合 培养 
时 间 (min) 后 60 min, Hfr ABA hid AF SAA 
图 2-6 Hfr 菌 株 [Hfr (H) 4*B*S*] 5 F- 菌 株 [4-B-S"(F-) ] 杂 ” 胞 的 概率 是 18%; Hfr IE B 标记 转 入 F 
交 实 验 的 基因 转移 动力 学 研究 ( 引 自 G.S. Stent) 受 体 细胞 的 概率 不 到 5%。 在 0~60 min 





重组 子 出 现 率 (%) 
S 
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内 , EHARA S "和 B'S" 的 数量 呈 线 性 增长 趋势 , 即 重组 发 生 概率 是 混合 培养 
时 间 的 函数 。 

另外 ,他 们 又 做 了 杂交 中 断 实 验 。 在 取样 混合 后 的 不 同时 间 点 , 先 用 搅拌 器 
搅拌 2 min, 借 以 中 断 细 菌 与 细菌 之 间 的 接合 ,再 在 选择 性 培养 基 上 测 出 重组 体 的 
发 生 频率 ,结果 发 现 了 一 个 非常 重要 的 现象 。 在 交接 开始 的 8 min 内 ,搅拌 过 的 样 
本 中 根本 不 出 现 4'S" 重 组 子 ; 交接 后 8 min HM TEANAS, 重组 子 数目 呈 线 
性 增加 , 60 min 时 接近 混合 培养 后 不 搅拌 的 实验 组 的 重组 子 数目 。B S 重组 子 的 
HEHEA S EHTK min, 直到 交接 后 25 min 才 出 现 第 一 个 B'S", VR BARE 
增加 ,60 min 时 也 接近 不 搅拌 组 的 水 平 (图 2-6)。 

沃 尔 曼 和 雅 各 布 对 于 这 组 实验 的 解释 是 这 样 的 : 在 不 搅拌 组 , 只 要 Hfr 和 FE 
之 间 的 菌 体 接合 开始 , 就 能 继续 下 去 并 产生 重组 体 , 图 2-6 中 的 两 条 细 线 表示 接 
合 的 速度 。 在 搅拌 组 ,搅拌 会 中 断 正 在 进行 的 接合 ,使 供 体 菌 和 受 体 菌 分 开 , 因 此 
只 有 在 搅拌 之 前 已 经 进入 受 体 细胞 的 标志 基因 ,才能 在 受 体 细胞 中 进行 重组 。 他 
们 还 发 现 所 有 的 BS" 重组 体 都 是 4 ,也 就 是 说 B'S 实际 上 是 4'B'S", TA S 
非 都 是 8*。 这 表明 Hfr 菌 的 标志 基因 的 转移 是 定向 有 序 的 。 

1956 年 , 沃 尔 曼 、 雅 各 布 和 哈 耶 斯 共同 发 表 了 用 多 个 选择 性 和 非 选 择 性 标 
志 基 因 做 的 杂交 实验 动力 学 研究 。 他 们 选用 Hfr 菌 株 [ Hfr Thr Leu Azi’ TI Lac 
Gal’ S: | AF 菌株 [ Thr Lew Azi TI’ Lac Gal S"] 做 杂交 实验 (图 2-7), 并 从 一 系 
列 实验 结果 得 出 三 个 结论 。 

(1) 供 体 的 标志 基因 在 重组 子 中 的 出 现 有 一 定 的 次 序 , 如 该 实验 中 的 标志 
因 出 现 的 次 序 为 4zr TI Lac’ Gal, 

(2) 供 体 Hfr 细 胞 中 每 个 标志 基因 在 受 体 F 细胞 中 出 现 的 时 间 是 确定 的 。 
如 4zr 在 接合 后 8 min 开 始 出 现 ; TI’. Lac’, Go 分 别 在 接合 后 10 min, 17 min, 
25 min 开 始 出 现 。 

(3) 进入 受 体 细 胞 越 早 的 标志 基因 , 在 重组 子 中 能 达到 的 最 大 比值 也 越 高 ; 
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图 2-7 Hfr 菌 株 [Hfr Thr* Leu* 4z T1 Lac* Gal*S*] 和 

F 菌株 [Thr Leu" Azi* T1° Lac’ Gal” S| 杂交 实验 示意 

(5| Á E. L. Wollman F. Jacob #1 W. Hayes) 

| Azi: BACH EEA; TI: 噬菌体 T1 抗 性 基因 ; 

0 10 20 30 40 50 60 S: 链 霉 素 抗 性 基因 ; Gal: 半 乳 糖 酵 解 基因 ; Lac: 乳糖 发 
时 间 (min) 酵 基因 ; Thr: 苏 氨 酸 基因 ; Leu: SAMA 


标志 基因 在 重组 子 中 出 现 的 频率 (%) 
N 
© 
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反之 ,进入 越 迟 的 , 能 达到 的 转移 比值 上 限 也 越 低 。 如 最 先进 入 受 体 细胞 的 4zr 
极 值 为 90% ,而 最 迟 进入 的 Gal 则 不 及 25%。 

在 综合 分 析 了 多 次 杂交 动力 学 实验 结果 的 基础 上 , 沃 尔 曼 等 推测 : Hfr 菌 
的 染色 体 是 以 线性 方式 转移 进入 F 细胞 的 , 它 以 某 一 特定 位 点 为 转移 起 点 ( 设 
其 为 0 点 ), 以 一 定 的 次 序 将 染色 体 上 的 基因 转 入 F 细胞 , 这 种 转移 往往 是 不 
完全 的 , 离 0 点 比较 远 的 基因 在 进入 F 细胞 之 前 ,转移 过 程 往往 会 被 某 些 因素 
阻 断 , 使 这 些 基因 最 终 的 重组 子 能 达到 比例 要 比 那些 较为 接近 0 点 的 基因 低 。 
他 们 还 进一步 假设 , 如 果 在 没有 其 他 因素 干扰 的 理想 状态 下 , Hfr 细 菌 染色 体 
的 转移 是 匀速 的 。 那 么 ,利用 中 断 接合 实验 中 各 个 标志 基因 最 初出 现在 受 体 
细菌 的 时 间 点 可 绘制 出 细菌 的 基因 连锁 图 。 图 2-8 就 是 一 张 以 时 间 这 个 物理 
量 为 单位 的 细菌 遗传 学 图 。 这 使 我 们 又 一 次 想起 了 摩尔 根 以 果 蝇 同一 染色 体 
上 的 基因 之 间 的 杂交 重组 百分率 作为 基因 在 染色 体 上 距离 这 个 物理 量 的 相对 
量度 的 创造 性 构想 。 这 里 , 沃 尔 曼 和 雅 各 布 同样 赋予 时 间 这 个 物理 量 深刻 的 


Thr Azi 
图 2-8 用 中 断 接合 实验 绘制 的 大 肠 杆菌 K12 Hfr (H 株 ) 连锁 图 


沃 尔 曼 和 雅 各 布 不 断 延 长 Hfr 菌 和 F 菌 接合 的 时 间 , 以 求 得 更 完整 的 连锁 图 
AY, 他 们 发 现 当 接合 时 间 为 120 min 时 ,一 部 分 重组 子 由 F 变 为 Hfr。 这 暗示 性 因 
子 F 也 可 以 是 染色 体 上 的 一 个 标志 基因 , 而 且 是 染色 体 转 移 的 终点 。 所 以 他 们 把 
细菌 的 染色 体 概括 为 以 0 为 起 点 , 以 F 为 终点 的 基因 载体 。 这 又 是 一 个 极 富 创造 
性 的 思想 : 在 F 细菌 中 ,性 因子 F 是 游离 于 染色 体 之 外 的 ,而 在 Hfr 菌 中 ,上 因子 是 
染色 体 的 一 部 分 ,是 供 体 细胞 的 基因 向 受 体 细胞 转移 的 最 后 一 个 标志 。 

随 着 Hfr 菌 品系 的 增加 , 测定 细菌 连锁 图 的 工作 又 遇 到 了 新 的 困难 。 人 们 发 
现 , 由 不 同 Hfr 菌 测 得 的 基因 连锁 图 是 不 一 样 的 , 表 2-1 列 出 了 5 株 Hfr 菌 的 基因 
连锁 顺序 。 





表 2-1 5 株 Hfr 菌 的 基因 连锁 顺序 





品 系 

Hfr H 0 Thr Pro Lac Gly Thi F 
Hfr 1 0 Thr Thi Gly Lac Pro F 
Hfr 2 0 Pro Thr Thi Pur Lac F 
Hfr 3 0 Pur Lac Pro His Gal F 
AB 312 0 Thi Thr Pro His Gly F 


TE: Pur AGS ARER; Pro HARER; Thr 为 苏 氨 酸 基 因 。 
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粗 粗 一 看 , 这 堆 资 料 似 乎 杂乱 无 章 , 但 细 细 揣摩 就 会 发 现 不 同 菌株 的 标志 基 
因 并 非 都 是 随机 出 现 的 ,他 们 之 间 的 顺序 差异 是 有 章 可 循 的 。 例 如 , His 基因 的 两 
{ill 52 Gal Al Gly; Lac 基 因 的 两 侧 总 是 Pur 和 Pro。 其 他 基因 只 要 不 处 于 染色 体 
的 两 端 , 也 有 固定 的 邻接 基因 , 只 是 不 同 的 Hfr 品 系 的 基因 转移 次 序 是 不 一 样 的 。 
AN Hfr HFAB 312 的 His 比 Gby 早 转移 ,并 达到 较 高 的 重组 率 , 而 在 另外 三 个 Hfr 
品系 中 His 比 Gby 晚 转移 , 其 重组 率 也 要 低 一 些 。 此 外 ,所 有 品系 都 有 一 个 共同 的 
特点 , 即 转移 的 起 始点 0 和 转移 的 终点 F 总 是 位 于 染色 体 的 两 端 。 

怎样 解释 这 张 表 呢 ? 

沃 尔 曼 和 雅 各 布 提出 了 一 个 出 人 意料 的 假设 , 他们 认为 在 F 细胞 中 ,F 因 子 
是 一 个 细胞 质 因 子 ( 这 可 以 解释 F* 和 F 杂交 时 F 极 易 变 为 F ), 而 细菌 的 染色 体 
是 一 个 环 状 DNA 分 子 。 当 上 因子 插入 环 状 染 色 体 的 某 一 位 置 时 , 染色 体 即 断 开 ， 
成 为 以 0 为 起 点 , 以 F 为 终点 的 线 状 DNA 分 子 。 当 他 们 在 1957 年 提出 “ 环 状 染色 
体 ” 这 个 概念 时 , 同行 是 有 疑虑 的 , 甚至 是 难以 接受 的 , 但 也 不 得 不 承认 这 是 解释 
不 同 菌株 的 基因 连锁 图 差异 的 最 佳 方案 (图 2-9)。1963 年 , 当 凯 恩 斯 在 研究 大 肠 
杆菌 DNA 复制 机 制 时 获得 了 细菌 的 环 状 DNA 分 子 复制 的 电镜 照片 , 人 们 在 接受 
环 状 染 色 体 概念 (图 1-19) 的 同时 , 又 一 次 用 惊讶 的 目光 注视 着 六 年 前 通过 杂交 
分 析 提 出 这 个 假设 的 沃 尔 曼 和 雅 各 布 。 


AB 312 





图 2-9 细菌 环 状 染色 体 假设 示意 


在 凯恩斯 的 照片 发 表 之 前 ,A. 坎 贝尔 (A. Campbell) 就 把 “ 环 状 ” 概念 延伸 到 
了 F 因 子 , 他 假设 F 因 子 是 一 个 分 子 量 较 小 的 环 状 DNA 分 子 , 并 由 此 建立 了 两 个 
环 状 DNA 分 子 可 通过 一 次 交换 整合 为 一 个 大 的 环 状 DNA 分 子 的 模型 。A. 坎 贝 
尔 假设 F 因 子 有 三 个 组 成 部 分 : 能 育 基因 区 段 、 能 和 染色 体 上 多 处 同 源 区 段 配对 
的 偶合 配对 区 决定 断裂 和 转移 方向 的 转移 起 始 区 (图 2-10)。 

关于 F 因 子 整合 于 染色 体 的 A. 坎 贝尔 模型 包含 三 个 要 点 。 

(1) F 因 子 和 染色 体 这 两 个 环 状 DNA 分 子 必须 有 可 以 互相 识别 和 偶合 配对 
的 同 源 序列 。 
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转移 起 始点 
F 因 子 与 细菌 染色 体 
— 之 间 的 同 源 区 段 
细菌 染色 体 与 F 因 子 F 因 子 插入 细菌 染色 体 
之 间 的 同 源 区 让 in 
a > DS ee 
细菌 染色 体 7 ~w 
C = 人 Hfr 
配对 交换 


图 2-10 F 因子 的 结构 和 A. 坎 贝尔 模型 示意 ( 引 自 DD. TT. Suzuki) 


(2) F 因 子 整 合 于 染色 体 后 ,插入 环 中 的 基因 序列 要 颠倒 (图 2-10 中 三 角形 
空心 箭头 所 示 )。 

(3) 原先 的 两 个 不 同 来 源 的 DNA 分 子 整合 后 会 形成 同一 个 线性 结构 , 即 具 
有 结构 同 线性 (collinear)。 

综 上 所 述 , 细菌 的 性 因子 F 在 细菌 细胞 中 有 两 种 可 能 的 存在 方式 。@ EF 
细胞 中 ,上 因子 处 于 自主 状态 , 它 的 复制 是 独立 于 染色 体 复制 的 。 在 接触 F 细胞 
时 ,因子 可 转移 到 F 细胞 中 去 ,而 不 必 伴 有 染色 体 基因 的 转移 和 重组 。@@ 在 Hfr 
细胞 中 ,F 因子 整合 于 染色 体 , 成 为 染色 体 的 一 部 分 , 并 与 染色 体 同 步 复 制 。 在 与 
F 细胞 接合 时 ,F 因子 不 能 独立 转移 ,而 是 作为 转移 的 终点 随 染 色 体 转移 而 转移 。 

雅 各 布 和 沃 尔 曼 把 这 类 既 能 以 游离 状态 又 能 以 整合 状态 存在 的 遗传 因子 称 
为 附加 体 (episome)。 附 加 体 的 整合 过 程 是 可 逆 的 。F AIF 接合 重组 , 实际 上 是 
F 细胞 群体 中 , 少数 F 因 子 整合 于 染色 体 的 Hfr 菌 和 F 细胞 的 接合 和 重组 。 在 Hfr 
菌 群 体 中 也 会 自发 地 产生 F 细菌 , 这 是 因为 F 因 子 重新 游离 于 细菌 染色 体 的 结 
果 。 正 如 发 现 由 F’ 菌 变 为 Hfr 菌 给 人 们 一 个 认识 细菌 接合 重组 本 质 的 机 会 一 样 ， 
由 Hft 菌 变 为 F’ 菌 的 过 程 也 为 人 们 提供 了 发 现 新 的 自然 现象 的 机 会 。 

1959 年 , 阿 德尔 贝 格 (E. Adelberg) 在 用 Hfr 菌 做 重组 实验 时 , 发 现 有 一 株 Hfr 菌 
的 重组 频率 非常 低 , 随后 的 分 析 表 明 这 个 菌株 的 F 因 子 已 经 重新 游离 了 出 来 。 但 
是 , 阿 德尔 贝 格 很 快 发 现 这 个 由 Hfr 菌 演变 成 的 F 菌 和 一 般 的 F 菌 有 两 个 明显 的 不 
Ezik, O 新 的 F 菌 很 容易 回复 到 Hf 菌 的 状态 , 回复 频率 远 高 于 一 般 的 FF EH 
Hft 菌 的 频率 。@) 这 种 回复 有 某 种 位 置 特异 性 , 它 总 是 整合 于 它 原先 整合 的 位 置 ， 
而 不 像 一 般 的 F 性 因子 那样 随机 整合 。 阿 德尔 贝 格 把 这 种 特殊 的 F 菌 所 携带 的 性 
因子 称 为 F。 为 了 探 明 F' 和 FE 的 区 别 , 他 和 雅 各 布 一 起 用 Hfr 2 做 实验 (Hfr 2 的 基因 
连锁 次 序 为 : 0-Pro-Thr-Thi-Gly-His-Gal-Pur-Lac-F ), 从 中 选 得 了 一 株 带 F' 因 子 的 新 
菌株 。 这 个 带 F' 的 细菌 和 F 菌 混合 培养 时 ,Lac’ 重组 子 出 现 的 频率 异乎 寻常 的 高 。 


F' Bio’ Met’ Lac’ S* x F~ Bio™ Mer Lac™ S" 


Bio’ Met RAF Lat 重组 子 
出 现 频 率 约 为 10-7 出 现 频率 约 为 107 
(相当 于 下 因子 的 


转移 频率 ) 
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实验 表明 , 几乎 所 有 的 O 一 整合 于 染色 体 的 F 因 子 
Lac’ 菌 都 成 了 F’ 菌 , 但 也 有 
少数 后 裔 分 离 出 ac 菌 。 雅 | fac" 
各 布 和 阿 德尔 贝 格 立刻 假设 人 2 ei 
这 是 因为 F' 因 子 携带 了 一 段 
细菌 的 染色 体 基因 Zac', 使 受 = 
体 细胞 变 为 FLac'/Lac 48 on | 
子 。 也 就 是 说 F 因 子 在 从 染 
色 体 上 游离 出 来 时 , 错 带 了 邻 | 
接 于 该 F 因 子 插入 位 点 的 Lac Lac’ 
基因 ,形成 了 F-Lac’ 这 样 的 F' 


2 

因子 。 图 2-11 是 上 述 设想 的 

示意 图 。 在 接受 F-Lac’ 这 样 Oo F' Lac’/Lac 部 分 二 倍 体 
的 F' 细 胞 中 也 可 能 会 发 生 重 = Lac 


组 与 分 离 。 这 类 部 分 基因 是 
二 倍 体 的 细胞 称 为 部 分 合子 jj 
(merozygote), 是 遗传 学 上 非常 有 用 的 分 析 工 具 ( 第 1 章 第 5 节 关 于 操纵 子 模型 的 
研究 中 就 广泛 地 应 用 了 部 分 合子 )。 

通过 这 个 性 因子 而 实现 的 基因 转移 和 重组 现象 称 为 性 导 (sexduction)。 显 
而 易 见 , 在 不 同 的 Hfr 菌 群 中 会 产生 不 同 的 、 带 有 染色 体 上 不 同 片段 的 F' 因 子 , 一 
系列 不 同 的 F' 因 子 可 以 用 来 做 特定 基因 的 转移 和 重组 实验 ,也 可 以 用 来 做 基因 的 
定位 和 功能 调控 的 研究 。 在 噬菌体 和 其 他 细菌 质粒 的 整合 和 游离 过 程 中 , 也 会 发 
生 类 似 性 导 的 现象 ,这 些 就 是 遗传 工程 技术 的 “启蒙 老师 ”。 


lsz 


82.3 部 分 合子 的 形成 和 基因 重组 


现在 我 们 可 以 提 一 个 问题 , HfG 菌 把 DNA 转 人 F 细菌 后 , 它 自 己 就 死亡 了 
吗 ? 回答 是 : 不 会 死亡 。 这 就 是 为 什么 在 重组 实验 中 必须 要 用 链 霉 素 杀 死 对 链 
霉 素 敏 感 的 且 带 有 显 性 标志 基因 的 供 体 Hfr 菌 的 原因 。 生 物化 学 的 分 析 表 明 , Hfr 
菌 在 转移 DNA 的 过 程 中 伴随 着 DNA 复制 ,电镜 照片 显示 Hfr 菌 和 F 菌 体 接合 时 ， 
具有 由 F 因 子 的 Hfr 菌 会 形成 连接 两 个 细菌 的 性 人 金毛 (sex pili)。 处 于 合成 中 的 
Hfr A DNA 就 通过 性 例 毛 转 入 F 细胞 。 整 个 过 程 如 图 2-12。 

到 现在 为 止 ,我 们 的 讨论 仅仅 限于 接合 中 菌 体 遗 传 信息 的 转移 过 程 。 然 而 ， 
基因 转移 是 通过 稳定 的 重组 子 的 出 现 来 验证 的 。 遗 传 信息 由 Hfr 菌 或 F' 菌 转 入 
受 体 细胞 再 到 稳定 的 重组 子 的 出 现 , 必须 要 历经 外 源 DNA 的 整合 ,或 者 与 受 体 细 
胞 染色 体 的 交换 过 程 。 细 菌 中 的 基因 重组 交换 和 真 核 生 物 的 生殖 细胞 形成 和 受 
精 过 程 中 的 交换 是 不 尽 相 同 的 。 

细菌 中 的 交换 至 少 有 三 个 显著 的 特点 。 





73 


图 2-11 FLac 因 子 的 
起 源 和 重新 整合 GIA 
G. S. Stent) 
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F 因 子 插入 细菌 染色 体形 成 Hfr 菌 接合 开始 性 伞 毛 形成 
Hfr 

2-12 F 因 子 整 合 

于 细菌 染色 体 . Hfr 菌 

的 生成 . Hfr 菌 与 F 接 

合 中 DNA 复制 和 转移 ， 

以 及 部 分 二 倍 体 形成 Hfr 菌 仍 持 有 完整 的 DNA Hf 菌 的 DNA 边 合 成 边 转移 
过 程 示意 F 菌 成 为 部 分 二 倍 体 


(1) 与 真 核 生物 由 配子 融合 形成 合子 不 同 , 细菌 之 间 的 接合 并 不 是 两 套 完整 
的 基因 组 之 间 的 遗传 物质 交换 ,而 是 在 一 个 完整 的 内 基因 子 (endogenote) 和 一 个 不 
完整 的 外 基因 子 (exogenote) 之 间 进 行 交 换 的 。 在 交换 之 后 得 到 的 是 一 个 部 分 二 倍 
体 ,或 称 部 分 合子 。 细 菌 的 遗传 分 析 实 际 上 是 部 分 合子 的 遗传 分 析 。 

(2) 在 部 分 合子 中 , 交换 必须 是 成 双 的 ,或 者 讲 必须 是 偶 次 交换 。 单 交换 的 
产物 只 是 一 个 打开 的 环 , 即 一 个 部 分 二 倍 体 DNA 的 线性 分 子 。 为 了 得 到 完整 的 
环 状 DNA 分 子 ,必须 进行 双 交 换 ( 图 2-13 )。 双 交换 产生 一 个 环 状 DNA 分 子 和 一 
个 不 完整 的 线 状 DNA 分 子 。 这 个 线 状 片段 如 果 没 有 完整 的 复制 序列 就 会 在 以 后 









将 丢失 的 片段 

图 2-13 部 分 合子 中 外 | kA A 经 双 交 换 插入 受 体 细胞 
基因 子 和 内 基因 子 间 的 ene 一 | 染色 体 的 双 链 DNA 
交换 模式 — aE ell 
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的 细菌 生长 和 分 裂 过 程 中 消失 。 

(3) 细菌 中 的 交换 并 非 对 等 交换 (reciprocal), 交换 双方 中 只 有 一 方 保留 ,而 
另 一 方 会 丢失 。 

托 密 扎 瓦 (J Tomizawa) 曾 对 部 
分 合子 的 重组 分 离 做 了 动力 学 研究 
(图 2-14)。 他 用 Hfr Zac 75S AF Lac 
7"S "做 接合 杂交 , 随 之 用 叭 菌 体 T 杀 
死 Hf 菌 。 然 后 , 在 不 同 的 取样 时 间 
抽取 菌 样 涂 布 于 EMB 乳糖 琼 脂 平板 。 
在 这 种 特殊 的 培养 基 上 ,FLac 菌落 
EHE, 而 最 初 形 成 的 部 分 合子 Lac*/ 
Lac 呈 红 白 相 杂 的 菌落 , BR Lac’. 
随 着 时 间 的 推移 , Lac" 的 数目 渐渐 减 
少 ,红色 的 Zac 菌落 相应 地 逐渐 增 
加 。 到 130 min 时 ,Lac" 几 乎 消失 。 
托 密 扎 瓦 根据 实验 数据 推测 Zac 的 
消失 和 ZLac’ 的 出 现 有 一 一 对 应 关系 ， 0 40 80 120 160 200 
他 据 此 认为 三 个 Zac* 菌 中 的 Fac+ 基 混合 后 时 间 (min) 
因 只 能 形成 一 个 带 Lac’ 的 稳定 的 重 图 2-14 Hfr Lac*T*S*#IF Lac T'S 杂交 中 
组 子 。 Lac 重组 子 分 离 动力 学 研究 ( 改 自 G. S. Stent) 


程 做 个 小 结 。 细 菌 的 染色 体 是 一 个 

闭合 的 环 状 DNA 分 子 。 环 外 可 以 有 能 育 因 子 F,F 因 子 也 是 个 环 状 DNA 分 子 ,分 
子 量 为 染色 体 DNA 的 3%。F 因 子 是 一 种 附着 体 , 带 有 游离 状态 的 F 因 子 的 是 F* 
菌 。F 因 子 可 以 通过 A. 坎 贝尔 模型 经 一 次 交换 而 整合 于 染色 体 , 使 F' 菌 变 成 Hfr 
菌 。H 人 菌 与 不 含 F 因 子 的 F 菌 接合 时 ,通过 性 例 毛 将 染色 体 DNA 转移 至 F A. 
然而 , 这 种 转移 往往 是 不 完全 的 , 接合 的 结果 是 在 受 体 细胞 中 形成 部 分 合子 ; 完 
整 的 受 体 基因 组 和 不 完整 的 供 体 基 因 组 之 间 经 过 双 交 换 可 以 产生 稳定 的 重组 子 ， 
相应 的 线 状 染色 体 片 段 在 以 后 的 分 裂 中 丢失 ,部 分 合子 的 交换 不 对 等 性 是 细菌 遗 
传 学 研究 中 必须 注意 的 一 个 重要 特性 。 


每 毫升 F 细菌 数 
每 毫升 重组 菌 数 





§2.4 噬菌体 的 遗传 重组 分 析 


哈 菌 体 是 细菌 学 家 特 沃 特 (F. Twort) 在 1915 年 发 现 的 。 他 在 实验 中 发 
现 培养 在 固体 培养 基 上 的 有 些 菌落 偶尔 会 发 生 所 谓 的 玻璃 样 转化 (glassy 
transformation), 即 一 般 呈 乳白 色 的 菌落 变 成 了 透明 的 玻璃 样 班 。 他 挑 一 下 这 样 
的 玻璃 样 转化 斑 来 感染 正常 菌落 , 这些 菌落 无 一 例外 地 都 发 生 了 “玻璃 样 转化 ”。 
他 认为 这 是 一 种 “可 遗传 的 溶菌 现象 ”, 很 可 能 是 由 某 种 比 植物 病毒 和 动物 病毒 
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更 小 的 “细菌 病毒 ”引起 的 。 然 而 , 特 沃 特 的 发 现在 当时 并 没有 引起 广泛 的 注意 。 
两 年 之 后 , 德 哈 瑞 里 (F. d’Herelle) 重新 发 现 了 溶菌 现象 , 并 第 一 次 提出 了 “ 叭 菌 
体 ” 这 个 名 称 。 他 大 胆 地 提出 “ 叹 菌 体 是 治疗 细菌 感染 的 良药 ”, 尽管 这 种 想法 
很 不 现实 ,但 他 的 发 现 ,或 者 说 叭 菌 体 的 存在 ,终于 被 科学 界 和 医学 界 承认 了 。 从 
20 世 纪 20 年 代 到 40 年 代 初期 , 以 德 哈 瑞 里 、 伯 内 特 (F. Burnet) 和 施 莱 辛 格 (M. 
Schlesinger) 等 为 代表 的 一 批 病毒 学 家 系统 地 研究 了 叭 菌 体 的 寄主 范围 、 自 体 增 
殖 、 吸 附 机 制 、 分 子 量 和 对 细菌 的 感染 滴 度 测定 。 从 30 一 50 年 代 , 由 于 以 德尔 布 
吕 克 为 首 的 物理 学 家 和 遗传 学 家 们 的 开创 性 工作 , 使 噬菌体 成 为 分 子 遗 传 学 中 的 
重要 模式 生物 ,成 了 研究 基因 的 结构 和 功能 ,以 及 DNA 自体 催化 和 异体 催化 的 最 
好 材料 , 对 于 我 们 了 解 生命 的 本 质 起 了 非常 重要 的 作用 。 在 DNA 重 组 技术 出 现 
之 前 , 鸣 菌 体 和 病毒 对 寄主 细胞 的 感染 过 程 是 仅 有 的 可 以 用 来 向 活 细胞 引入 外 源 
遗传 物质 的 实验 系统 ,在 深入 研究 叹 菌 体 的 过 程 中 ,解决 了 遗传 的 物质 基础 、 遗 传 
密码 的 三 联 性 、 基 因 的 精细 结构 分 析 等 重大 问题 。 到 了 70 年 代 , 噬菌体 遗传 学 更 
是 为 基因 工程 学 的 兴起 铺 平 了 道路 。 

本 节 简 要 介绍 叭 菌 体 遗传 学 中 涉及 的 一 些 与 整个 遗传 学 发 展 密切 相关 的 概 
念 、 观 点 和 研究 方法 。 


2.4.1 烈性 叭 菌 体重 组 分 析 

Wi BAAR |, 只 有 借助 电子 显微镜 才能 看 到 , 那么 怎样 研究 它 的 遗传 与 变异 
规律 呢 ? 它 有 可 供 识别 和 研究 的 遗传 性 状 吗 ? 

噬菌体 是 一 种 分 子 寄生 物 , 需要 通过 其 与 寄主 细胞 的 关系 来 认识 , 叭 菌 体 的 
遗传 分 析 也 需 通过 其 和 寄主 细胞 的 关系 来 进行 。 第 一 个 被 注意 到 的 性 状 是 它 感 
染 细菌 后 形成 的 喉 菌 斑 。 把 一 滴 含 有 许多 敏感 菌 和 少量 叹 菌 体 的 混合 液 加 入 融 
化 的 软 琼 脂 培养 基 , 并 铺展 于 培养 下 中 。 待 凝 后 , 置 适当 的 温度 培养 。 培 养 下 中 
未 感染 叭 菌 体 的 细菌 会 迅速 地 生长 并 铺 满 琼脂 培养 基 表 面 。 而 在 每 个 感染 了 啤 
菌 体 的 细菌 中 , 叭 菌 体会 不 断 地 复制 和 增殖 ,最 后 裂解 寄主 细胞 ,释放 出 大 量子 毅 
鸣 菌 体 , 进 而 感染 邻接 的 细胞 。 随 之 又 是 复制 增殖、 裂解 和 感染 。 这 个 过 程 的 结 
果 是 在 连续 的 细菌 生长 表层 上 形成 透亮 的 圆 斑 , 这 就 是 噬 菌 斑 的 形成 过 程 。 鸣 菌 
斑 是 喉 菌 体感 染 敏 感 细菌 的 周期 不 断 重 复 的 结果 ,一 个 叭 菌 斑 反映 了 由 单个 鸣 菌 
体 对 一 个 细菌 的 原 发 感染 所 引起 的 一 系列 生物 学 过 程 。 如 果 在 实验 中 控制 哈 菌 
体 和 细菌 的 比例 , 使 每 个 细菌 只 能 受到 一 个 叭 菌 体 的 感染 , 则 细菌 平板 上 的 每 一 
个 噬 菌 斑 都 是 起 源 于 单个 吻 菌 体 的 无 性 繁殖 系 , 这 就 是 噬菌体 遗传 分 析 的 起 点 。 

1946 年 , 赫 尔 希 发 现 了 大 肠 杆 菌 吻 菌 体 T4 的 一 种 变异 体 , 它 在 寄主 细胞 中 的 
复制 .增殖 和 溶 型 细菌 的 速度 比 野 生 型 噬菌体 快 ,所 以 这 种 突变 鸣 菌 体形 成 的 鸣 
菌 斑 大 而 透亮 , 称 为 速溶 突变 型 , 记 作 ”~ 

与 噬菌体 遗传 学 诞生 密切 相关 的 第 二 类 突变 体 是 卢 里 亚 发 现 的 寄主 范围 变 
异 。 大 肠 杆 菌 B 菌 株 是 噬菌体 T4 的 敏感 菌 , 当 大 量 的 B 细 胞 (如 10° 个 细胞 ) 和 
T4 混 合 后 培养 , 可 以 在 培养 和 上 发 现 极 少量 不 被 噬菌体 T4 感 染 的 抗 性 突变 
菌落 , 纯化 后 得 到 对 T4 不 敏感 的 抗 性 品系 B/4。 如 果 再 将 大 量 的 T4( 如 10" 个 
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哈 菌 体 ) 和 B/4 混 合 后 培养 , 又 可 以 发 现 极 少量 哈 菌 斑 , 从 这 些 噬 菌 斑 中 又 可 分 离 
得 到 寄主 范围 发 生变 化 的 突变 哈 菌 体 , 它 能 感染 野生 型 噬菌体 T4 所 不 能 感染 的 
B/4 细 胞 , 记 作 #。 有 两 种 类 型 的 突变 ,就 可 以 做 噬菌体 的 杂交 重组 实验 了 。 

将 hr (寄主 范围 正常 ,但 具有 速溶 性 状 ) 和 hx (无 速溶 性 状 , 但 寄主 范围 
扩大 ) 两 种 突变 型 噬菌体 同时 感染 大 肠 杆 菌 B, 然后 把 子 裔 叭 菌 体 接种 在 由 B 和 
B/4 两 种 细菌 组 成 的 混合 菌 平板 上 , 结果 出 现 了 四 种 不 同 的 叹 菌 斑 , 它们 的 基因 型 
和 在 混合 菌 板 上 的 表 型 如 图 2-15。 因 为 野生 型 噬菌体 广 只 能 感染 B 而 不 能 感染 
B/4, 所 以 在 叭 菌 斑 中 有 B/4 菌 生长 ,使 唆 菌 斑 发 生 混浊 ; HEL Siz SS ER h FE 
的 噬 菌 斑 是 透明 的 , 因为 它 既 能 感染 B 细 胞 又 能 感染 B/4 细 胞 。 此 外 , 突变 型 鸣 菌 
体形 成 的 哈 菌 斑 比 r* 要 大 。 这 里 我 们 以 B 和 B/4 混 合 菌 板 为 指示 菌 组 合 , 使 不 
同 基因 型 的 叭 菌 体 显示 图 2-15 中 各 不 相同 的 特征 性 表 型 。 对 鸣 菌 体 来 讲 , 适合 的 
细菌 就 是 它 的 培养 基 , 能 限制 某 种 叭 菌 体 生长 的 细菌 就 是 选择 性 培养 基 , 就 能 对 
基因 重组 所 产生 的 具有 不 同 基因 型 和 表 型 的 叹 菌 体 进行 选择 和 表 型 展示 , 这 种 选 
择 是 非常 有 效 的 ,不 但 可 以 检 出 靠 得 非常 近 的 两 个 基因 之 间 的 重组 率 , 还 可 以 检 
出 一 个 基因 内 部 不 同 碱 基 对 之 间 的 重组 率 。 下 面 着 重 介绍 一 下 本 泽 (S. Benzer) 
的 经 典 工作 ,他 的 工作 使 我 们 对 基因 的 认识 达到 了 物理 学 概念 和 生物 学 概念 的 统一 。 





> Ar 重组 合 
CREATE 


hr 亲 组 合 
O 噬 菌 班 小 而 透明 


ii 图 2-15 me mA TS 

© wana TO RE EFE 

ERRER a BE CE 
jrF 亲 组 合 自 S. Benzer) 

age PA BE TER TR 因 实 验 时 在 培养 四 底 

部 衬 执 了 黑 纸 ,所 以 越 透明 

的 哈 菌 斑 在 图 中 越 显 深 色 。 


1953 年 , 本 泽 发 现 了 r 突 变 的 男 一 个 重要 特性 。 当 本 泽 把 赫 尔 希 选 出 来 的 大 
肠 杆菌 只 菌 体 T4 的 男 一 株 r 突 变 r 卫 感染 B 和 K12 两 种 细菌 时 ,发现 r 了 同时 也 是 
寄主 范围 突变 体 , 即 这 株 * 突 变型 噬菌体 在 KK 细胞 上 呈现 出 在 B 细 胞 平板 上 不 一 
样 的 另 一 种 表 型 ( 表 2-2)。 


表 2-2 T47 刀 和 /在 大 肠 杆菌 B 和 大 肠 杆 菌 K 平 板 上 的 噬 菌 斑 


T4r I HE Pa EC H M] JAA RE 
T4 r 0° KERREN ERAF HERRENE HRE 
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进一步 分 析 表 明 ,r 了 突变 型 哈 菌 体能 吸附 并 侵 染 KK 菌株 , 甚至 能 在 K 细 胞 内 开 
始 DNA 的 合成 和 细胞 内 其 他 组 分 的 合成 。 但 是 受 r 帮 感染 的 K 细 胞 不 产生 有 感染 力 
AUP, 也 不 会 被 r 了 裂解。 本 泽 利用 r 了 能 在 B 细 胞 上 生长 , 而 不 能 在 K 细 胞 上 生 
长 这 种 条 件 生长 特征 ,建立 了 一 个 新 的 实验 系统 ,进行 了 7 厂区 基因 结构 的 精细 分 析 。 

本 泽 利 用 r 罕 变 的 速溶 性 状 在 野生 型 噬菌体 群体 中 筛选 出 了 数 以 千 计 的 > 区 
突变 株 , 并 将 这 些 突变 株 命名 为 r1 、r 了 ,、r 了 …。 然 后 ,利用 不 同 的 x 了 品系 间 的 
杂交 做 r 卫 基因 内 的 重组 研究 , 旨 在 画 出 > 也 基因 内 各 个 突变 点 的 精细 连锁 图 。 例 
dn, Kiri PrI RARA B A, 再 在 玉 细 胞 平板 上 检测 表 型 为 > 矿 的 重组 体 出 
现 的 频率 , BA RACE IT, Ar TT, 两 个 突变 位 点 间 经 过 重组 成 为 r 矿 才能 出 现 r7 
表 型 , 所 以 这 个 r 了 7 重组 体 实际 上 就 是 + 了 1 和 x 本 ;。 把 一 系列 实验 所 测 得 的 重组 值 
标 在 遗传 学 图 上 ,就 得 到 了 一 张 x 帮 基因 内 部 各 突变 点 之 间 的 连锁 图 : 


rh ri rll, rh rll, rH, rho 


++—+—+ +--+ 


本 泽 的 工作 告诉 我 们 的 第 一 个 事实 是 : 基因 并 不 是 突变 发 生 的 最 基本 单位 ， 
在 一 个 基因 内 部 可 以 发 生 多 个 突变 , 所 以 一 个 基因 内 部 存在 多 个 突变 点 ,它们 中 
间 任 何 一 个 点 发 生 了 结构 改变 都 会 产生 突变 型 表 型 。 他 把 发 生 突变 的 最 小 单位 
称 为 突变 子 (muton), 

本 泽 的 实验 系统 具有 极 高 的 灵敏 度 , 能 检测 r 基因 中 重组 频率 在 10“ 水 平 
的 重组 子 。 然 而 在 进行 了 数 以 百 计 的 > 厂 突 变型 鸣 菌 体 之 间 的 重组 实验 后 , 本 泽 
发 现 他 在 实验 中 能 观察 到 的 最 小 的 重组 值 是 10"“。 据 此 他 认为 在 > 万 基因 内 部 能 
发 生 结构 重组 的 最 小 距离 相当 于 重组 频率 约 为 10 ”这 个 范围 。 他 把 能 发 生 重 组 
的 最 小 单位 称 为 重组 子 (recon)。 重 组 只 发 生 于 重组 子 之 间 , 但 不 能 发 生 于 一 个 
重组 子 的 内 部 。 这 是 本 泽 的 工作 告诉 我 们 的 第 二 个 事实 。 

从 理论 上 讲 突变 子 和 重组 子 不 一 定 完全 相当 ,但 分 子 遗传 学 的 大 量 实验 研究 
表明 突变 子 和 重组 子 都 相当 于 DNA 分 子 中 的 一 个 碱 基 对 。 





2.4.2 ”遗传 物质 的 功能 单位 一 一 顺 反 子 

本 泽 用 高 分 辩 的 重组 定位 法 ,得 到 了 鸣 菌 体 T4 ~ 万 区 段 内 若干 个 复 等 位 基因 
呈 线 性 排列 的 连锁 图 ,一 共 列 出 了 308 个 r 厂 突变 点 。 本 泽 进 而 发 现 这 些 > 厂 突变 
可 分 为 两 大 群 : A 群 和 B 群 。 分 群 的 标准 是 在 KK 细胞 中 能 不 能 出 现 表 型 为 野生 
型 的 噬 菌 斑 。 下 面 用 简单 的 箭头 图 来 代表 本 泽 的 几 个 代表 性 实验 ,如 : 

rl’ (B)4>rI* 
表示 r IT 野 生 型 噬菌体 在 B 菌 液 中 培养 , 再 涂 布 于 开 细 菌 平板 , 即 可 分 离 到 > 厂 - 
BADE Man: 
rll (B) “+0 
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本 泽 的 实验 可 分 为 四 组 : 
(1) rit*(B) Er 
7 万 +(K)- 卫 7r 厅 * 
(2) rl, B) B> rI, 
ri, (B) Š> 0 
B 
rlk,(B)—>+ rll, 
ril,(B) 0 
ris E + 
(3) ofl. (B) ri 
rT x, B. 
Ja (K) 0 
rip 
rT p 
AIR 
F a 


(4) rll, 
rll; 


B-r" 
(k) B+ 9 


(Eeri 
TRT 
ri, N ROT 
rl, K 
rf*—>rI* 


对 比 第 三 组 和 第 四 组 实验 可 以 发 现 ,不 同 品 系 的 z 厂 突变 型 噬菌体 如 属于 同一 
群 , 混合 感染 民 细 胞 是 不 会 形成 有 感染 力 的 噬菌体 的 。 相 反 , 如 属于 不 同 群 的 x 了 
突变 体 , 即 zs 和 z7s 混 合 感染 K 细 胞 , 则 会 产生 三 种 不 同 的 噬菌体 。 这 表明 ”1 和 
rJ1s 在 K 细 胞 中 一 是 进行 了 复制 , 否则 不 会 产生 r 了 和 rs 这 两 种 亲本 哈 菌 体 ; 二 
是 进行 了 重组 ,否则 不 会 产生 野生 型 噬菌体 。 

那么 , 在 混合 感染 中 究竟 是 先 复 制 , 还 是 先 重组 呢 ? 详细 分 析 就 会 发 现 有 两 个 
证 据 可 表明 在 混合 感染 中 是 先进 行 DNA 复 制 , 然后 才 在 复制 了 的 DNA 之 间 进 行 重 
组 。 证 据 1, 如 果 复制 以 重组 为 条 件 , 就 不 会 出 现 z 和 71a 这 两 种 亲 代 类 叭 菌 体 ; 
证 据 2, 如 果 先 重组 后 复制 ,那么 子 代 叭 菌 体 的 产生 应 取决 于 万 突变 点 之 间 的 距离 。 
事实 上 , 即使 两 个 属于 不 同 群 的 r 了 突变 点 相距 其 近 , 也 会 在 混合 感染 中 产生 子 裔 噬 
菌 体 , 而 两 个 属于 同一 群 的 x 了 突变 , 即使 相距 很 远 也 不 会 产生 子 裔 叭 菌 体 。 如 图 
2-16 中 , 属于 A 群 的 rw 和 rZiu 之 间 的 距离 要 比分 属 A 群 和 B 群 的 r1ie 和 77s 远 得 
多 ,但 前 两 者 不 能 产生 子 衣 只 落体 ,而 后 两 者 却 能 产生 三 种 不 同 的 子 裔 噬菌体 。 

本 泽 在 连锁 图 中 发 现 , 属于 A 群 和 B 群 的 突变 点 分 别 归 于 两 个 亚 区 , 互相 并 
不 交错 。 于 是 他 提出 一 种 假设 : 分 属 A 群 和 B 群 的 突变 型 噬菌体 , 在 K 细 胞 内 能 
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图 2-16 T4r 帮 区 的 顺 反 子 A.B 结 构 简 图 ( 引 自 S. Benzer) 


发 生 功 能 互补 而 成 功 地 复制 各 自 的 DNA, 并 在 复制 产生 的 DNA 之 间 发 生 重组 而 
导致 野生 型 哈 菌 体 的 产生 。 这 个 假设 认为 当 x IT, Flr 了 8 同时 感染 KK 细胞 时 , 对 
r 卫 区 段 来 讲 K 细 胞 是 一 个 杂 合 的 二 售 体 , 它 的 基因 型 就 可 以 画作 : 


0) 


2) 


(3) 


(4) 


O © g 





2-17 RAW T4 /厂区 顺 反 子 A.B 之 间 的 互补 
实验 示意 ( 引 自 盛 祖 嘉 ) 





就 像 果 蝇 中 的 双 杂 合体 [红眼 、 残 翅 / 白 眼 、 长 翅 ] 能 产生 
红眼 、 长 翅 这 样 的 野生 型 子 代 一 样 , [r 了 A+/+、r 了 sj] 中 
KIr M H A FIB 的 功能 也 都 是 完整 的 , 噬菌体 在 人 细胞 内 是 
能 够 复制 和 增殖 的 。 相 反 , 在 [r 了 A+/r 帮 + | RAL +. 
ri +r sj] 的 情况 下 ,r 了 的 A 或 B 的 功能 是 缺陷 的 ,而 
r 帮 的 A 或 B 的 功能 完整 是 只 菌 体 DNA 复 制 的 必要 条 件 , 所 
以 属于 同一 群 的 > 万 突变 型 噬菌体 混合 感染 不 能 导致 DNA 
的 复制 ,也 就 不 会 发 生 重组 和 产生 子 裔 鸣 菌 体 ( 图 2-17 )。 

图 2-17 表 明 属 于 不 同 群 的 突变 处 于 顺 式 结构 和 反 式 
结构 时 的 表 型 是 一 样 的 , 也 就 是 说 属于 不 同 群 的 突变 无 论 
位 于 同一 条 染色 体 ( 称 为 顺 式 结构 ) 还 是 位 于 不 同 的 染色 
体 ( 称 为 反 式 结构 ), 它 们 的 功能 都 是 完整 的 。 相 反 , 属 于 同 
一 群 的 突变 如 果 处 于 反 式 结构 时 它们 的 功能 都 是 缺陷 的 ， 
只 有 处 于 顺 反 式 结构 时 它们 中 的 一 个 基因 的 功能 才 是 完整 
的 。 本 泽 把 这 种 现象 称 为 顺 反 位 置 效 应 (cis-trans position 
effect)。 他 把 A 群 和 B 群 称 为 两 个 互补 群 , 因为 它们 之 间 能 
形成 功能 互补 。 属 同一 互补 群 的 不 同 突变 之 间 会 呈现 顺 反 
位 置 效 应 , 可 以 将 它们 划 归 同一 个 顺 反 子 (cistron)。 顺 反 
子 实际 上 就 是 遗传 物质 的 基本 功能 单位 , 它 是 一 段 连续 的 
DNA, 这 段 DNA 的 完整 性 是 表达 功能 的 必要 前 提 。 所 以 ， 
顺 反 子 就 是 基因 ,基因 的 结构 完整 性 是 基因 功能 表达 的 首要 
条 件 。 一 个 基因 内 部 可 以 发 生 突 变 , 也 可 以 发 生 重组 ,但 就 
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执行 某 种 特定 的 功能 而 言 ,基因 是 不 可 分 割 的 基本 单位 。 经 典 遗 传 学 中 “基因 是 功 
能 、 突 变 和 重组 三 位 一 体 的 遗传 物质 基本 单位 ”这 个 概念 , 已 经 被 “基因 是 保证 功 
能 完整 必需 的 一 段 DNA” 所 取代 。 这 也 就 是 本 泽 的 研究 告诉 我 们 的 第 三 个 事实 。 

顺 反 子 这 个 概念 把 基因 在 物理 学 上 的 界限 和 生物 学 上 的 概念 统一 起 来 了 。 基 因 
就 是 顺 反 子 , 它 在 染色 体 上 所 占 的 位 置 叫 作 基 因 的 “座位 (locus)”。 基 因 内 部 发 生 结 
构 变 异 的 位 置 称 为 突变 的 “位 点 (site)”。 所 请 拟 等 位 基因 (pseudoalleles) 实 际 上 就 是 
一 个 基因 座位 的 不 同位 点 发 生 了 突变 的 基因 , 拟 等 位 基因 之 间 是 可 以 发 生 重 组 的 。 

顺 反 子 概念 的 提出 和 确定 顺 反 位 置 效 应 的 判断 性 实验 , 是 区 分 具有 相同 或 相似 
表 型 的 突变 是 否 属于 同一 基因 的 主要 依据 , 它 为 功能 遗传 学 的 研究 开拓 了 新 的 途径 。 


2.4.3 条件 致死 突变 

本 泽 的 研究 大 大 推动 了 绘制 喉 菌 体 遗 传 学 图 的 研究 , 1946 一 1960 年 , 他 分 离 
到 了 许多 有 关 叭 菌 斑 形 态 和 寄主 范围 的 突变 型 。 然 而 , 随 着 遗传 分 析 的 深入 , 人 
们 清楚 地 看 到 分 离 到 的 突变 几乎 都 集中 于 叹 菌 体 基因 组 中 相当 狭小 的 区 段 , 这 些 
都 是 被 高 度 选 择 的 突变 群 。 为 什么 会 出 现 这 样 的 情况 呢 ? 理由 十 分 简单 , 因为 绝 
大 多 数 涉 及 核酸 复制 和 和 蛋白质 合成 的 基因 , 对 叹 菌 体 来 讲 都 是 生死 依 关 、 必 不 可 
少 的 , 带 有 这 类 基因 突变 的 噬菌体 都 是 致死 的 ,是 不 易 被 发 现 和 分 离 的 。 

1960 年 埃 德 加 (R. Edgar) 和 爱 泼 斯 坦 (R. Epstein) 首次 分 离 到 T4 的 条 件 致 
死 突 变 (conditional lethal mutation )。 条 件 致死 突变 型 喉 菌 体 只 能 在 特定 的 条 件 
或 者 叫 作 限定 条 件 下 才 会 表现 致死 的 表 型 , 而 在 非 限定 的 条 件 或 者 叫 作 允许 条 件 
下 则 呈现 出 野生 型 表 型 。 这 种 突变 为 我 们 提供 了 一 条 研究 对 生命 活动 生死 人 关 
的 基因 的 途径 , 我们 可 以 在 许可 条 件 下 繁殖 突变 型 , 在 限定 条 件 下 研究 突变 对 叹 
菌 体 复制 .增殖 和 形态 发 生 的 影响 。 

条 件 致死 突变 可 分 为 两 类 : 一 类 是 温度 敏感 突变 (temperature sensitive 
mutant, ts), 简称 妖 突变 ; 另 一 类 是 寄主 范围 突变 (host range mutant)。 下 面 主要 
以 人 突变 为 例 ,来 说 明 致 死 突变 的 筛选 方法 及 其 在 遗传 分 析 中 的 作用 。 

妖 突 变 一 般 是 错 义 突变 (missense mutation) , 往往 只 是 DNA 分 子 中 一 对 碱 基 
的 替代 , 并 由 此 造成 了 由 这 段 DNA 编码 的 蛋白 质 中 一 个 氨基 酸 的 取代 。 和 蛋白 质 
初级 结构 的 这 种 改变 ,使 它 只 能 在 许可 温度 下 ,才能 保持 功能 态 的 二 级 三 级 和 四 
级 结构 来 行使 蛋白 质 的 正常 功能 。 相 反 , 在 限定 条 件 下 , 该 和 蛋白质 会 因 结构 异常 
而 降解 失 活 , 导致 咽 菌 体 复制 和 增殖 受阻 , 产生 致死 表 型 。ts 突变 型 的 分 离 方 法 
很 简单 , 可 先 接种 100 个 左右 的 哈 菌 体 于 敏感 菌 平板 上 , 并 置 于 许可 温度 下 培养 
数 小 时 , 待 菌 板 上 出 现 小 的 叭 菌 斑 后 , 将 平 严 移 至 限定 温度 培养 。 这 时 野生 型 噬 
菌 体 继续 复制 \ 增 殖 和 感染 过 程 , 使 噬 菌 斑 继续 扩大 。 而 帮 突 变型 听 菌 体 则 中 止 
了 复制 和 增殖 , 叹 菌 斑 仍然 是 比较 小 的 。 我 们 只 要 挑 出 小 叹 菌 斑 中 的 喉 菌 体 就 可 
进一步 分 离 得 到 妇 突 变型 。 分 离 过 程 如 图 2-18。 

条 件 致死 突变 的 发 生 和 分 布 是 随机 的 , 在 哈 菌 体 T4 的 所 有 基因 中 都 曾经 发 
现 过 这 类 突变 。 对 病毒 遗传 学 家 来 讲 , 条 件 致死 突变 是 研究 病毒 形态 发 生 的 “无 
价 之 宝 ” 。 人 们 可 以 通过 分 析 在 限定 条 件 下 叹 菌 体 的 条 件 致死 突变 体 在 寄主 细 
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温度 敏感 致死 突变 型 噬菌体 的 筛选 过 程 


胞 中 特定 的 功能 缺陷 来 研 
究 野 生 型 基因 , 即 正常 基因 
的 功能 。 具 体 方法 是 仔细 
探查 感染 了 突变 哈 菌 体 的 
细菌 细胞 中 , SE A A KI 
s 哪个 过 程 被 阻 断 了 , 或 者 是 
哪 种 该 出 现 的 结构 组 分 没 
有 出 现 , 然后 据 此 来 推测 相 
应 的 正常 基因 的 功能 。 例 
如 , 哈 菌 体 T4 的 34 号 突变 


aT 


体能 在 寄主 细胞 中 合成 尾 丝 以 外 的 各 种 病毒 结构 组 分 。 又 如 , 23 号 突变 体能 合 
成 尾部 和 尾 丝 , 但 不 能 合成 头 部 。 可 以 推测 34 号 突变 发 生 于 编码 尾 丝 蛋白 的 基 
因 内 ,而 23 号 突变 发 生 于 与 头 部 外 壳 蛋 白 有 关 的 基因 内 。 

与 r 刀 区 的 顺 反 位 置 效应 测试 一 样 ,也 可 以 用 顺 反 效应 测试 技术 来 确定 两 个 
或 几 个 突变 是 否 属于 同一 个 顺 反 子 , 是 否 执行 相同 的 功能 。 这 种 在 寄主 细胞 中 做 
哈 菌 体 功能 互补 实验 , 检测 的 是 活 细胞 内 蛋白 质 水 平 的 功能 互补 。 不 久 , 埃 德 加 
和 伍德 (W. Wood) 又 进一步 发 展 和 建立 了 在 细胞 外 ,或 者 叫 体外 的 功能 互补 实验 。 
他 们 将 携 有 不 同形 态 组 分 合成 缺陷 突变 的 叭 菌 体感 染 后 的 细菌 无 细胞 抽 提 液 混 
合 在 一 起 孵育 , 观察 能 不 能 产生 完整 的 噬菌体 。 例 如 , 当 他 们 将 23 号 无 头 突变 体 
感染 后 的 细胞 提取 液 和 34 号 无 尾 丝 突变 体感 染 后 的 细胞 提取 液 混合 铸 育 后 , 竞 会 


突变 34 号 突变 23 号 
( 尾 丝 合成 缺陷 ) ( 头 部 合成 缺陷 ) 
4 感染 30 min 4 
ANS. 
Sar 
t 提纯 
g 混合 


g” 


产生 有 活性 的 
完整 噬菌体 


图 2-19 噬菌体 T4 的 条 件 致死 突变 体 
的 体外 功能 互补 实验 ( 引 自 G. S. Stent) 


在 试管 中 出 现 由 34 号 突变 体 合成 的 头 部 和 23 
号 突变 体 合成 的 尾部 装配 成 的 有 感染 力 的 完整 
wie PA T4 (12-19). 

埃 德 加 和 伍德 把 在 细胞 内 和 细胞 外 所 做 的 
互补 实验 资料 汇集 成 了 T4 条 件 致死 突变 基因 连 
锁 图 (图 2-20)。 可 以 看 到 许多 功能 相关 的 基因 
在 染色 体 上 是 成 复 成 从 排列 的 , 如 与 DNA 合 成 
有 关 的 基因 大 多 集中 在 一 侧 , 而 与 头 部 、 尾 部 和 
尾 丝 等 形态 发 育 有 关 的 基因 大 多 集中 在 另 一 侧 。 

体外 互补 实验 也 曾 发 现 过 “例外 ”, 如 在 13 
号 突变 体感 染 的 细菌 细胞 内 似乎 也 有 头 部 、 尾 
部 和 尾 丝 , 但 没有 成 熟 的 喉 菌 体 。 将 13 号 突变 
体感 染 的 细胞 提取 液 分 别 与 头 部 完整 的 或 尾部 
完整 的 突变 体感 染 过 的 细胞 提取 液 分 别 混合 有 旷 
育 做 互补 实验 , 结果 只 有 与 头 部 完整 的 一 组 混 
合 孵 育才 会 有 成 熟 的 吹 菌 体 产生 。 这 表明 13 号 
突变 体 的 头 部 是 不 完整 的 , 同时 也 表明 头 部 完 
善 化 这 个 功能 必定 在 头 尾 装 接 之 前 完成 , 这 就 
提示 叭 菌 体 的 形态 发 生 有 一 定 的 时 序 性 。 为 了 
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DNA 人 台 成 功 ”结构 元 件 合成 
能 相关 基因 ”组 装 相关 基因 


证 实 叹 菌 体 的 结构 组 分 和 形态 发 生 的 时 序 性 , 埃 德 加 和 爱 泌 斯 坦 将 不 同 的 帮 突 变 体 
在 感染 寄主 细胞 后 的 不 同时 间 从 许可 温度 移 至 限制 温度 , 发 现 对 每 一 个 必 突 变 来 讲 
它 的 功能 表达 都 存在 一 个 时 瘟 , 过 了 这 个 时 闽 , 限制 温度 就 不 再 影响 噬菌体 发 育 和 
成 熟 了 。 这 说 明 尽 管 大 多 数 k 突 变 是 生死 依 关 的 ,但 它 在 发 育 过 程 中 的 作用 是 有 时 
间 特 异性 的 。 显 而 易 见 ,这 种 时 间 特 异性 是 和 基因 表达 的 时 空 差 异 相 联系 的 。 

归结 起 来 ,上 述 各 项 研究 说 明 染 色 体 不 是 简单 的 基因 集合 体 , 而 是 一 个 基因 
的 有 序 载体 。 这 个 有 序 载体 的 组 织 原 则 是 使 一 系列 功能 相关 基因 在 特定 的 时 间 
和 空间 得 以 协调 表达 。 这 种 结构 与 功能 表达 一 致 的 有 序 结构 一 经 建立 ,就 会 在 生 
物 演化 过 程 中 形成 某 种 选择 优势 。 此 外 , 研究 还 表明 , 实际 上 从 各 种 经 突变 体 
感染 的 细胞 裂解 液 中 分 离 到 的 就 是 噬菌体 各 组 分 的 零 配 件 , 或 者 叫 作 “部 件 ”, 当 
这 些 部 件 混合 孵育 后 , 就 会 自动 装配 成 完整 的 噬菌体 , 而 并 不 要 求 完 整 的 噬菌体 
作为 发 育 的 “模板 ”, 这 种 涉及 数 十 种 基因 产物 自动 装配 的 现象 在 生物 界 也 许 是 
比较 普遍 的 。 例 如 ,在 大 肠 杆菌 的 核糖 体 30S 亚 基 的 自动 组 装 中 也 被 证 实 ,30S 亚 
基 的 组 装 涉及 一 种 16S 的 rRNA 和 21 种 蛋白 质 。 


2.4.4 SRT 

早 在 20 世 纪 20 年 代 就 有 人 发 现 某 些 细菌 品系 能 抵御 叭 菌 体 的 感染 , 而 它 本 身 
却 能 引起 和 它 在 一 起 培养 的 敏感 菌 溶 裂 , 这 种 菌 称 为 “ 溶 原 菌 " 。 溶 原 菌 对 同一 品系 
菌株 的 溶菌 有 免疫 作用 , 而 它 的 溶 原 性 (lysogeny) 则 反映 了 它 以 某 种 方式 携带 了 叭 菌 
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图 2-20 ”噬菌体 T4 的 
条 件 致 死 突变 基因 连 
锁 图 ( 改 自 G. Mosig) 
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体 。 当 非 溶 原 性 细菌 被 溶 原 性 细菌 释放 的 哈 菌 体感 染 后 ,有 少数 细菌 并 没有 被 溶 裂 ， 
而 是 转变 成 为 溶 原 性 细菌 。 当 时 不 少 科学 家 认为 这 种 溶 原 性 起 因 于 某 些 品系 的 细菌 
细胞 吸附 了 一 些 哈 菌 体 , 只 要 不 断 地 纯化 , 溶 原 性 也 就 不 存在 了 。 这 种 看 法 一 直 延 续 
到 40 年 代 , 包括 德尔 布 吕 克 在 内 的 噬菌体 遗传 学 家 都 不 认为 溶 原 性 是 一 种 值得 注意 
的 特殊 现象 。 把 溶 原 性 作为 严肃 的 科学 问题 重新 提出 来 的 是 利 沃 夫 (A. Lwoff) 

20 世 纪 40 年 代 中 期 , 利 沃 夫 以 巨大 芽孢 杆菌 (Bacillus megaterium) 为 实验 材 
料 深入 研究 了 溶 原 菌 。 他 在 显微镜 下 追踪 观察 一 代 又 一 代 巨 大 芽孢 杆菌 的 溶 原 
性 细菌 的 培养 物 。 细 胞 每 分 裂 一 次 , 他 就 把 一 对 子 细胞 分 开 , 把 其 中 的 一 个 留 起 
来 培养 , 而 让 另 一 个 继续 生长 和 分 裂 , 一 旦 其 完成 分 裂 又 取 一 个 子 细胞 留 起 来 培 
养 , 让 剩 下 的 一 个 进入 生长 周期 , 这 样 一 共 连 续 观 察 了 19 个 世代 , 得 到 了 代表 19 
个 世代 的 培养 物 。 检 验 结果 表明 这 19 个 世代 的 培养 物 都 是 溶 原 性 的 , 但 又 都 不 
存在 游离 的 叭 菌 体 。 他 的 结论 是 : 溶 原 性 并 不 是 一 种 污染 或 吸附 , 而 是 在 没有 游 
离 吹 菌 体 的 情况 下 ,能 通过 细菌 增殖 而 代 代 相传 的 一 种 遗传 性 状 。 

在 一 次 实验 中 , 利 沃 夫 偶尔 发 现 有 个 培养 物 中 的 细菌 发 生 了 自 溶 现 象 。 把 发 
生 了 自发 溶 裂 的 细菌 培养 液 接种 到 敏感 菌 平板 , 培养 了 上 出 现 了 鸣 菌 斑 。 这 表明 自 
深 过 程 导致 了 游离 噬菌体 的 释放 。 定 量 检 测 表 明 , 每 次 自 溶 过程 释 放 的 喉 菌 体 数 为 
100~200 个 ,相当 于 一 个 烈性 叹 菌 体感 染 的 细菌 溶 裂 所 释放 的 游离 只 菌 体 总 数 。 

在 实验 研究 的 基础 上 , 利 沃 夫 提 出 了 下 列 假设 : 溶 原 性 细菌 品系 的 每 个 细胞 
都 携带 一 个 能 世代 相传 的 非 感染 性 因子 。 这 种 因子 偶尔 会 通过 某 种 方式 ,引起 细 
胞 自 溶 而 释放 出 具有 感染 力 的 喉 菌 体 。 他 把 这 种 因子 称 为 原 叭 菌 体 (prophage )。 
他 力图 解决 的 问题 是 , 不 表现 出 感染 力 的 原 吹 菌 体 究竟 是 如 何 产生 有 感染 力 的 鸣 
菌 体 的 呢 ? 他 认为 溶 原 性 细菌 自 溶 是 受 某 种 环境 因素 影响 的 。 他 和 他 的 学 生 西 
莫 诺 维 奇 (L. Siminovitch ) 和 吉 德 伽 特 (N. Kjedgaard) 用 各 种 理化 因素 处 理 溶 原 
性 细胞 ,终于 发 现 紫 外 线 和 某 些 化 学 物质 能 诱导 溶 原 性 细胞 群体 中 大 多 数 细胞 溶 
裂 , 从 而 释 出 大 量 有 感染 力 的 噬菌体 。 

他 们 的 工作 使 我 们 看 到 了 一 种 新 的 噬菌体 , 它 和 烈性 噬菌体 不 同 , 它 能 以 原 
噬菌体 的 形式 存在 于 细菌 细胞 内 , 使 细胞 获得 溶 原 性 , 以 及 对 同 种 叭 菌 体 的 免疫 
性 (注意 : 由 原 喉 菌 体 的 存在 而 产生 的 免疫 性 和 由 细菌 细胞 表面 噬菌体 附着 位 
点 的 结构 变异 而 引起 的 抗 性 是 本 质 不 同 的 两 件 事 ), 这 种 噬菌体 称 为 温和 鸣 菌 体 
(temperate phage)。 温 和 噬菌体 及 其 寄主 细胞 的 生活 周期 如 图 2-21 所 示 。 

现在 要 研究 的 问题 是 原 哈 菌 体 的 本 质 是 什么 ? 溶 原 化 的 遗传 基础 是 什么 ? 
诱导 实验 表明 溶 原 菌 具有 产生 完整 的 有 感染 力 的 噬菌体 的 潜能 ,所 以 原 喉 菌 体 应 
该 携 有 完整 的 叭 菌 体 基 因 组 。 那 么 , 原 叹 菌 体 基因 组 的 携带 者 原 喉 菌 体 又 是 以 什 
么 方式 存在 于 寄主 细胞 呢 ? 是 游离 的 细胞 质 因子 ,还 是 以 某 种 方式 与 细菌 的 染色 
体 相连 的 呢 ? 1951 年 , E. 莱 德 伯 格 证 实 了 J. 莱 德 伯 格 和 塔 特 姆 用 于 细菌 重组 实 
验 的 大 肠 杆菌 K12 是 一 个 溶 原 性 品系 , MRA A A A. RA, 
他 们 实验 室 就 开始 以 入 鸣 菌 体 和 寄主 细胞 染色 体 的 关系 作为 研究 原 吹 菌 体 本 质 
的 突破 口 。 实 验 研究 的 内 容 可 归纳 为 三 个 方面 。 

1. 杂交 实验 ”用 溶 原 性 细菌 和 非 溶 原 性 细菌 做 了 4 组 杂交 实验 。 
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噬菌体 DN 
clea COLD )- (e Ptah) PP ta. niin 


寄主 细胞 壁 溶 列 
a 
溶 裂 周期 


Goer 


Be 寄主 
I A Feoi 
外 界 因素 uÉ Bel fA DNA {EJ a Ba fA 
yy k id 
de CO 原 叭 菌 体 DNA 随 寄主 
细胞 染色 体 一 起 复制 


O10) 溶 原 化 周期 
图 2-21 温和 噬菌体 


及 其 寄主 细胞 的 生活 
周期 ( 引 自 A. Lwoff) 


(1) F(X) x FO ) 一 溶 原 性 和 非 溶 原 性 两 种 重组 体 出 现 频 率 相同 。 

(2) FFO) xF (和 ) 一 不 产生 溶 原 性 重组 体 。 

(3) HEO) x F (X) 一 产生 溶 原 性 重组 体 。 

(4) HO) xF (和 ) 一 不 产生 溶 原 性 重组 体 。 

2. 涂 布 实验 ”用 杂交 实验 中 (3) 和 (4) 两 组 的 培养 液 分 别 在 敏感 菌 平 板 上 
做 涂 布 实验 。 结 果 (3) 组 的 培养 液 涂 布 后 不 出 现 只 菌 斑 , 而 取 (4) 组 的 培养 液 涂 
布 后 则 出 现 了 由 游离 的 入 鸣 菌 体感 染 并 溶 裂 敏感 菌 所 形成 的 噬 菌 斑 。 

3. 基因 定位 ”用 杂交 法 测定 入 原 噬菌体 在 寄主 细胞 基因 组 中 的 位 置 : 


(1) F’Met Wr'Leu'Gal' (X ) x F Met Tyr Leu Gal (A) 





Gal (i ) Gal’ (X°) Gal’ (X ) Gal (2°) 


2 1 83 90 
a EE 
重组 合 亲 组 合 


(2) F'Met Tyr Leu` Gal (X ) x F Met’ Tyr Lew Gal (2°) 


Gal (X) = Gal (X) Gor) Gar (X) 
0 5 53 55 
| 
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两 组 实验 均 以 Met、Leu、 Byr 作 为 选择 性 标志 基因 , 以 Gal 作 为 非 选 择 性 标志 
基因 。 

从 这 一 系列 实验 可 以 得 出 下 列 结论 。 

(1) 在 溶 原 性 细菌 中 , 由 于 原 噬菌体 的 存在 而 出 现 某 种 能 抑制 原 哈 菌 体 复制 
的 物质 。 同 时 , 这 种 物质 也 抑制 外 来 的 同 种 鸣 菌 体 的 复制 和 增殖 , 从 而 获得 对 同 
种 喉 菌 体 超 感 的 免疫 性 。 

(2) 非 溶 原 性 细菌 由 于 没有 原 噬 菌 体 而 不 存在 抑制 物质 。 因 此 , 当 溶 原 性 
细菌 的 原 哈 菌 体 在 杂交 过 程 中 进入 非 溶 原 性 受 体 细胞 时 , 会 进入 复制 、 增 殖 和 
溶 裂 周期 而 释放 出 有 感染 力 的 游离 唆 菌 体 。 这 种 现象 称 为 接合 诱导 (zygotic 
induction )。 

(3) 在 杂交 实验 中 入 原 叭 菌 体 也 是 一 个 标志 基因 , 它 是 位 于 Ga 基因 附近 的 。 

上 述 结论 在 解释 工 莱 德 伯 格 等 所 做 的 杂交 、 涂 布 和 基因 定位 等 实验 结果 的 同 
时 ,又 提出 了 两 个 新 的 问题 。Q@ 抑制 原 叹 菌 体 复制 的 抑制 物 究 竟 是 由 入 叭 菌 体 的 
基因 组 编码 的 , 还 是 由 寄主 细胞 基因 组 编码 的 ? D 原 噬菌体 是 以 怎样 的 状态 位 
于 Gal 基 因 附近 的 ,究竟 是 附着 于 染色 体 上 ,还 是 整合 于 染色 体内 ? 

对 于 第 一 个 问题 , 可 以 这 样 考虑 : 如 果 抑 制 物 是 由 寄主 细胞 的 基因 组 编码 
的 ,那么 在 非 溶 原 菌 细胞 中 也 应 存在 抑制 物 而 成 为 对 溶 原 菌 有 人 免疫 性 的 细菌 。 
但 大 量 的 实验 研究 表明 不 存在 有 免疫 力 的 非 溶 原 菌 , 这 是 可 以 假设 抑制 物 由 入 
鸣 菌 体 基 因 组 编码 的 一 个 实验 佐证 。 第 二 个 实验 佐证 来 自信 唉 菌 体 的 突变 研 
究 。 有 一 种 入 叹 菌 体 的 突变 体 , 它 感 染 敏感 菌 后 形成 的 鸣 菌 斑 是 清晰 透亮 的 , 称 
为 突变 。 相 应 的 野生 型 叭 菌 体 c 产 生 的 叭 菌 斑 是 混浊 的 , 这 种 混浊 起 因 于 被 
入 溶 原 化 的 细菌 的 二 级 生长 在 叭 菌 斑 内 形成 的 小 菌落 。c 突 变 实 际 上 是 溶 原 化 
性 状 的 一 种 突变 。 凯 泽 (A. Kaiser) 详细 分 析 了 ec 突 变 , 并 根据 功能 互补 实验 把 
< 突变 分 归 三 个 顺 反 子 : cT、c 卫 和 c 丰 ,其 中 以 cJ 与 哈 菌 体 引起 寄主 细胞 非 溶 原 
化 的 关系 最 为 密切 。 如 用 入 (c') 和 和 (c7) 同 时 感染 敏感 细胞 ,会 出 现 入 (c ) 哈 菌 
体 和 和 (cr ) 哈 菌 体 双重 溶 原 化 现象 , 表明 c 对 cI] 呈 显 性 。 由 此 可 以 推测 与 cy/ 基 
因 相 对 应 的 野生 型 基因 三 编码 某 种 抑制 物 的 合成 , 而 c7 突变 型 只 菌 体 则 不 能 
编码 有 活性 的 抑制 物 , 因而 失去 了 使 寄主 细胞 溶 原 化 的 能 力 。 诱 导 因素 的 作用 
就 是 破坏 或 钝 化 c I 蛋白 对 入 哈 菌 体 复制 和 增殖 的 抑制 活性 , 致使 原 鸭 菌 体重 
新 游离 于 细菌 染色 体 而 进入 营养 期 , 随 之 引起 寄主 细胞 溶 裂 。 关 于 入 叭 菌 体 的 
c 工 蛋白 和 其 他 调控 蛋白 的 作用 , 还 将 在 有 关 基 因 功 能 表达 调控 的 章节 中 进 一 
步 讨 论 。 

KF AOS AAA ER BAW KA, 已 在 分 子 水 平 上 得 到 阐明 。 根 据 桑 格 
等 的 报道 ,入 叭 菌 体 的 DNA 有 48 498 个 碱 基 对 ,末端 有 12 个 碱 基 对 组 成 的 黏 性 
末端 , 可 以 进行 环 状 和 线性 结构 的 互 变 (图 2-22)。 当 XDNA 进 入 寄主 细胞 后 ， 
线 状 的 DNA 分 子 会 通过 两 端 黏 性 末端 的 互补 而 形成 环 状 分 子 , 随后 通过 和 A. 坎 
贝尔 模型 整合 于 细菌 染色 体 的 一 定位 置 。 整 合 的 位 置 由 XDNA 和 细菌 染色 体 
DNA 之 间 特 定 的 同 源 配对 序列 来 确定 。 有 人 曾经 分 离 到 和 的 一 种 缺失 突变 体 ， 
这 种 突变 使 失去 了 和 寄主 细胞 染色 体 配对 的 同 源 序列 , 因而 丧失 了 整合 的 能 
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力 和 使 寄主 细胞 溶 原 化 的 能 力 。 遗 传 分 析 还 证 实 , 整合 所 需要 的 酶 是 由 和 基因 
组 中 的 基因 int 编 码 的 。 整 合 后 DNA 上 某 些 基因 的 间距 和 整合 部 位 两 侧 寄 主 
染色 体 基因 的 间距 会 发 生 相 应 的 改变 (图 2-23 ), 这 也 是 入 原 喉 菌 体 不 是 吸附 而 
是 整合 于 寄主 细胞 染色 体 的 重要 佐证 。 

与 性 因子 F 一 样 ,入 的 整合 和 游离 也 是 可 道 的 , 也 会 以 一 定 的 概率 出 现 差错 。 
类 似 F' 那 样 的 和 -Gal 也 已 被 发 现 ,这 就 是 发 生 频 率 极 高 的 局 限 性 转 导 现 象 。 





5 OP RS 

"i TETE 

图 2-22 噬菌体 ^ 的 
三 种 互 变 结构 状态 CF 
BRM) 





噬菌体 






细菌 染色 体 


图 2-23 ADNA 整合 情 
况 示 意 
注意 标志 基因 Gal 
和 Bio 间 距 在 整合 前 
| wa 后 的 改变 。 图 中 PP' 和 
BB' 分 别 为 噬菌体 和 细 
i 菌 基因 组 之 间 的 同 源 
= aE Whe =? 溶 原 化 细菌 染色 体 “配对 序列 。 
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245 #5 
为 了 验证 在 沙门 菌 (Salmonella typhimurium) 中 是 否 也 有 大 肠 杆 菌 中 
的 接合 现象 ,J. 莱 德 伯 格 和 津 德 (N. Zinder) 做 了 一 个 与 大 肠 杆菌 类 似 的 杂 


交 实 验 : 


LT22Phe Typ Try His* xLT2Phe Trp’ Tyr His” 


VA 10> 的 概率 出 现 原 养 型 细菌 


实验 结果 与 大 肠 杆菌 中 的 情况 相似 。 但 是 , 当 他 们 把 两 个 亲本 菌株 分 别 置 
于 U 形 管 的 两 臂 (图 2-2) 时 ,在 培养 LT22 细 菌 的 一 臂 出 现 了 野生 型 细菌 。 这 里 
出 现 的 遗传 重组 显然 不 是 以 培养 在 U 形 管 两 臂 的 LT22 和 LT2 菌 体 直接 接合 为 前 
提 的 。 接 着 , 他 们 用 改变 U 形 管 中 间 的 滤 板 孔径 的 方法 证 实 , 在 两 个 菌株 之 间 传 
递 遗 传 物质 的 因子 与 沙门 菌 的 一 种 温和 叭 菌 体 P22 的 大 小 相当 , 免疫 学 实验 还 
证 实 这 种 因子 可 以 被 P22 抗 血 清 灭 活 。J. 莱 德 伯 格 和 津 德 进而 又 用 LT2 的 一 株 
P22 抗 性 品系 来 代替 敏感 的 LT2, U 形 管 的 两 辟 都 不 出 现 野生 型 重组 体 。 根 据 上 
述 几 项 实验 , 他 们 假定 , 很 可 能 是 温和 叹 菌 体 P22 把 基因 从 一 种 细胞 传 给 了 另 一 
种 细胞 ,并 将 这 种 通过 鸣 菌 体 把 基因 从 一 种 细菌 带 入 另 一 种 细菌 的 现象 称 为 转 导 
(transduction )。 

进一步 的 研究 表明 ,LT22 是 携带 了 了 22 原 鸣 菌 体 的 溶 原 性 细菌 ,LT2 是 对 P22 
敏感 的 非 溶 原 性 细菌 。 在 培养 的 过 程 中 , 少数 LT22 细菌 自 溶 而 释 出 游离 的 P22， 
这 种 喉 菌 体 通过 形 管 底部 的 滤 孔 进入 培养 LT2 细菌 的 一 侧 , 随 之 感染 并 溶 裂 敏 
感 的 LT2 细 菌 。 溶 裂 过 程 中 极 少 数 P22 的 头 部 谚 人 了 寄主 细胞 LT2 的 染色 体 片 
段 , 转 而 携带 P22 的 片段 又 渗 回 U 形 管 培养 LT22 细 菌 的 一 侧 将 部 分 LT2 的 基因 转 
人 LT22, 在 LT22 细 胞 中 形成 部 分 双 价 体 , 经 交换 和 重组 产生 了 野生 型 细菌 。 不 
久 , 许 多 微生物 学 家 报道 了 转 导 现象 , 表明 转 导 是 溶 原 性 细菌 以 温和 鸣 菌 体 为 介 
导 与 敏感 的 非 溶 原 性 细菌 之 间 常 见 的 一 种 进行 遗传 物质 交换 的 渠道 。 

1965 年 , 伊 科 达 (K. Ikeda) 和 托 密 扎 瓦 以 大 肠 杆菌 和 哈 菌 体 P1 为 实验 材料 
详细 分 析 了 转 导 过 程 。 他 们 发 现在 非 溶 原 性 细菌 被 P11 感染 和 溶 裂 的 过 程 中, 它 
的 环 状 染 色 体 DNA 被 裂解 为 小 的 片段 , 某 些 片 段 会 在 Pl1 哈 菌 体 组 装 过 程 中 侦 
尔 装 入 病毒 的 头 部 , JE Fe SEK (transducing phage)。 用 诱导 因素 处 理 溶 原 
性 细菌 时 ,也 会 发 生 类 似 导 致 转 导 哈 菌 体 产 生 的 情况 。 转 导 过 程 有 赖 于 叭 菌 体 
的 蛋白 质 外 过 相关 结构 的 完整 ,并 正常 行使 吸附 寄主 细胞 和 注 和 人 DNA 这 两 种 功 
能 。 与 通过 F' 因 子 介 导 的 基因 转移 相似 , 转 导 鸣 菌 体 注入 寄主 细胞 的 也 是 供 体 
细胞 基因 组 的 DNA 片 段 。 转 导 也 会 导致 受 体 细胞 成 为 部 分 双 价 体 , 经 过 交换 和 
重组 也 可 产生 重组 体 。 转 导 产 生 的 重组 子 称 为 转 导 子 。 图 2-24 是 转 导 过 程 的 示 
意图 。 

到 现在 为 止 我 们 讨论 的 都 是 一 个 标志 基因 的 转 导 , 实际 上 只 要 两 个 基因 的 
连锁 紧密 到 足以 能 为 一 个 噬菌体 头 部 蛋白 所 包 庄 , 这 两 个 基因 就 有 可 能 同时 被 转 
F, 这 种 现象 称 为 并 发 转 导 (cotransduction ), 所 产生 的 重组 体 称 为 并 发 转 导 子 。 
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利用 并 发 转 导 可 以 进行 基因 组 精细 结构 的 分 析 , 画 出 精确 的 细菌 基因 组 局 部 连锁 
图 。 在 基因 工程 技术 发 展 以 前 , 早期 定位 于 大 肠 杆菌 和 沙门 菌 染 色 体 上 的 基因 ， 
绝 大 多 数 是 借助 并 发 转 导 来 精确 定位 的 。 

除了 寄主 DNA 随机 包 右 于 哈 菌 体 头 部 蛋白 而 导致 的 普遍 性 转 导 外 ,还 有 一 
种 局 限 性 转 导 , 只 能 转 导 寄主 染色 体 上 非常 狭窄 的 一 个 范围 内 的 基因 。 以 入 鸣 菌 
体 为 例 , 它 可 以 以 原 叭 菌 体 的 形式 整合 于 寄主 染色 体 的 特定 位 置 , 即 Gal ZEA A 
Bio 基 因 之 间 。 当 用 紫外 线 处 理 野 生 型 的 K12 (入 ) 时 , Ga 基因 可 能 经 一 个 异常 
的 逆 整 合 而 为 入 唆 菌 体 所 携带 。 这 种 异常 逆向 整合 发 生 的 概率 是 很 低 的 , 所 以 用 
诱导 裂解 产生 的 哈 菌 体 群 体感 染 非 溶 原 性 的 Gal 细胞 时 , Gal” 转 导 子 的 出 现 频 
率 只 有 10“, 称 为 低频 转 导 (low frequency transduction, LFT)。 

值得 注意 的 是 多 数 转 导 子 并 不 稳定 (稳定 的 只 占 1/3 左 右 ), 大 多 数 Gar 转 导 
子 会 以 10 的 概率 分 离 出 Gal 细胞 , 也 就 是 说 转 导 子 会 以 10” 的 概率 丢失 转 导 鸣 
菌 体 导入 的 基因 。 如 果 用 紫外 线 来 处 理 不 稳定 的 转 导 子 , 则 会 诱导 细胞 的 溶 裂 并 
释放 有 感染 力 的 叭 菌 体 , 其 中 约 有 一 半 , 即 高 达 50% 的 喉 菌 体 具 有 转 导 Gal” 基因 
的 能 力 。 这 些 转 导 鸣 菌 体 所 进行 的 转 导 称 为 高 频 转 导 (high frequency transduction, 
HFT)。 但 是 , 当 我 们 将 能 做 高 频 转 导 的 哈 菌 体 和 Gal 受 体 细胞 以 1: 1 的 感染 指数 
混合 培养 时 , 得 到 的 Ga/ 转 导 子 虽然 对 入 喉 菌 体 的 感染 有 免疫 性 , 却 不 能 诱导 受 体 
细胞 溶 裂 和 产生 有 感染 力 的 鸣 菌 体 。 这 种 转 导 子 称 为 缺陷 溶 原 性 转 导 子 。 只 有 将 
HFT 转 导 喉 菌 体 和 过 量 的 非 转 导 鸣 菌 体 一 起 感染 敏 惑 的 受 体 细胞 , 才能 得 到 溶 原 
性 转 导 子 ,这 些 转 导 子 可 在 紫外 线 诱导 后 释放 出 HFT 转 导 哈 菌 体 。 

怎样 解释 HFT 转 导 哈 菌 体 的 上 述 种 种 性 质 呢 ?这 种 哈 菌 体能 转 导 Gar" 基 
因 , 又 能 使 寄主 细胞 获得 免疫 性 , 所 以 它 必定 携 有 Ga/ 基因, 又 有 入 哈 菌 体 的 


图 2-24 普遍 性 转 导 
的 机 制 示意 ( 引 自 D.T 
Suzuki) 
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DNA 片 段 。 但 是 它 的 缺陷 溶 原 性 又 表明 它 的 DNA 是 不 完整 的 ,有 缺陷 的 。 这 
种 噬菌体 称 为 缺陷 型 半 乳 糖 基因 转 导 噬菌体 (简称 MXxdg)。 当 Xdg 和 正常 的 一 起 
感染 一 个 细胞 时 , 这 个 细胞 实际 上 是 Xdg 和 和 的 双重 溶 原 化 细菌 。 当 紫外 线 诱 导 
双重 溶 原 化 细菌 时 , 则 会 产生 大 致 等 量 的 入 和 hdg, 这 里 野生 型 起 了 辅助 缺陷 型 
哈 菌 体 成 熟 的 作用 , 称 为 辅助 噬菌体 。 这 就 是 高 频 转 导 和 缺陷 溶 原 性 叭 菌 体 产生 
的 机 制 。 

到 现在 为 止 我 们 已 经 介绍 了 细菌 遗传 重组 的 三 条 途径 : 接合 重组 、 转 化 和 转 
导 。 这 三 种 过 程 形成 的 都 是 异 源 部 分 合子 , 经 双 交 换 后 都 能 获得 稳定 的 重组 子 。 
运用 适当 的 选择 方法 可 以 筛选 得 到 出 现 频率 极 低 的 重组 子 , 并 借以 进行 精细 的 遗 
传 分 析 ,绘制 出 细菌 遗传 学 图 。 


246 ”限制 与 修饰 

到 了 20 世 纪 60 年 代 末期 ,分 子 生物 学 家 看 来 几乎 没有 事情 可 做 了 : DNA 结 
构 搞 清楚 了 、 中 心 法 则 得 到 了 证 实 、 遗 传 密码 全 部 破译 、 关 于 基因 功能 表达 的 操纵 
子 理 论 也 提 了 出 来 , 杂志 上 发 表 的 分 子 生物 学 论文 越 来 越 少 。 分 子 遗 传 学 经 历 了 
20 志 纪 50 年 代 初 开始 的 黄金 时 代 之 后 进入 了 一 个 相对 “寂静 ”的 时 期 。 打 破 这 
一 寂静 , 把 分 子 遗传 学 推 人 又 一 个 黄金 时 期 的 是 细菌 中 限制 和 修饰 现象 的 发 现 和 
研究 ,以 及 由 此 发 展 起 来 的 DNA 重 组 技术 。 

早 在 1952 年 ,美国 伊利 诺 伊 大 学 的 卢 里 亚 和 他 的 助手 休 曼 (M. Human) 发现 
了 一 种 非常 有 趣 的 现象 , 噬菌体 存在 着 一 种 寄主 适应 性 变异 , 这 种 变异 不 是 突变 
和 选择 的 结果 , 而 是 完全 取决 于 哈 菌 体 复制 和 生长 的 寄主 细胞 。 卢 里 亚 把 它 称 为 
寄主 控制 的 限制 和 修饰 。 从 图 2-25 可 以 看 出 , 绝 大 部 分 在 大 肠 杆菌 K12 细 胞 中 
生长 的 哈 菌 体 和 A(K) 不 能 在 经 温和 叭 菌 体 P1 溶 原 化 的 溶 原 性 大 肠 杆 菌 K12(P1) 
中 生长 , 而 那 极 少数 ( 约 0.002% ) 能 够 在 K12(P1) 中 生长 的 吻 菌 体 , 则 能 在 两 个 
菌株 中 正常 地 复制 和 增殖 。 看 来 P1 的 存在 有 两 种 作用 : © 限制 绝 大 多 数 入 (及 ) 
的 生长 ; D 修饰 和 改变 了 极 少数 入 (K) , 使 之 能 以 不 被 限制 的 形式 在 K (P1) 中 生 
长 。 但 是 ,这 种 限制 和 修饰 的 机 制 却 是 一 个 长 期 未 被 解 开 的 谜 。 


= A(KP1) | 





| = 


图 2-25 入 鸣 菌 体 在 K12 (P1) 中 的 限制 和 修饰 现象 ( 引 自 S. Luria) 
百分数 系 入 哈 菌 体 在 箭头 所 指 的 寄主 细胞 平板 上 的 唆 菌 斑 形 成 率 。 
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卢 里 亚 论 文 发 表 后 10 年 , 瑞士 日 内 瓦 大 学 的 生物 化 学 家 阿尔 伯 (W. Arber) 
揭 开 了 这 个 谜 。 阿 尔 伯 在 美国 加 州 大 学 工作 时 曾 和 卢 里 亚 的 助手 韦 格 (J 
Weigle) 共事 , 后 来 又 和 他 的 研究 生 杜 西 奥 斯 (D. Dussiox ) RAWA T AEA 
和 两 种 寄主 细胞 K12 和 K12(P1) 的 关系 。 在 重复 卢 里 亚 实验 的 基础 上 , 他 们 调 
we TRAAK (1) 和 和 寄主 细胞 K12 的 比例 , 使 每 个 K12 细 胞 只 受 一 个 和 XK (P1) 
的 感染 , 然后 做 单 菌 释放 实验 , 分 析 单 个 细菌 释放 的 入 哈 菌 体 的 性 质 。 他 们 惊 
奇 地 发 现在 一 个 K12 细 胞 裂解 释放 的 哈 菌 体 中 只 有 一 个 能 感染 K12(P1) 细胞 。 
阿尔 伯 认 为 这 个 在 前 一 轮 寄主 K12(P1) 中 合成 的 噬菌体 的 DNA 似 乎 标 上 了 
“K12(P1) 制造” 的 标记 。 深 入 研究 表明 这 个 寄主 细胞 的 “标记 ”并 没有 改变 哈 菌 
体 DNA 的 核 苷 酸 序列 , 而 是 修饰 了 特定 位 置 上 的 胞 喀 啶 或 腺 味 叭 , 即 通 过 一 个 甲 
基 化 酶 将 甲 硫 氨 酸 上 的 甲 基 转 移 到 已 完成 复制 的 DNA 分 子 上 的 特定 位 置 上 的 胞 
喀 喧 或 腺 嗓 叭 上 , 使 之 成 为 $- 甲 基 胞 喀 喧 或 6- 氮 甲 基 味 叭 。 为 了 验证 这 个 想法 ， 
阿尔 伯 又 把 K12(P1 ) 培 养 在 缺乏 甲 硫 氮 酸 的 培养 基 中 , 结果 K12(P1) 因 不 能 得 到 
甲 硫 氨 酸 提供 的 甲 基 而 不 能 修饰 自身 的 DNA, 最 后 导致 死亡 。 这 个 实验 同时 表明 
细菌 的 限制 和 修饰 系统 在 某 种 条 件 下 也 可 作用 于 自身 的 DNA 而 导致 自杀 。 

下 一 个 问题 是 分 离 和 纯化 细菌 的 限制 和 修饰 性 酶 。 在 1958 年 , 为 了 证 实 
DNA 的 半 保 留 复 制 模式 而 发 展 和 建立 了 生物 大 分 子 密度 梯度 离心 分 离 法 的 梅 塞 
尔 森 又 为 纯化 限制 性 酶 做 出 了 重大 贡献 。 当 时 梅 塞 尔 森 已 经 在 哈佛 大 学 建立 了 
自己 的 实验 室 。1966 年 囊 (R. Yuan) 取 得 博士 学 位 后 来 到 梅 塞 尔 森 实验 室 , HE 
尔 森 给 他 两 个 课题 任 他 选择 : 一 是 哈 菌 体 T4 重 组 酶 的 纯化 ; 二 是 限制 性 酶 的 分 
离 。 袁 不 顾 前 人 的 多 次 失败 , 妆 然 选择 分 离 限制 性 酶 作为 博士 后 的 研究 课题 , 梅 
塞 尔 森 和 圳 运用 梯度 离心 技术 和 透析 法 , 反 反 复 复 地 整整 工作 了 两 年 ,从 大 肠 杆 
菌 K 的 120g 菌 体 中 提取 了 8g 和 蛋白质, 接着 又 以 酶 活性 为 指标 不 断 浓缩 和 纯化 ， 
最 后 获得 了 大 约 5 x 10° g 精 制 蛋 白质 , 这 些 蛋 白质 几乎 保留 了 120g 菌 体 所 有 的 
全 部 限制 性 酶 活性 。 细 菌 限制 性 酶 制品 的 纯化 和 提取 揭 开 了 限制 和 修饰 研究 的 
新 的 一 页 。 年 轻 的 圳 在 漫长 而 单调 的 纯化 过 程 中 享受 到 了 创造 者 的 乐趣 , 多 年 后 
他 在 给 友人 的 信 中 写 道 :“ 这 段 时 期 是 我 一 生 中 最 激动 人 心 的 时 期 。” 

梅 塞 尔 森 和 袁 用 纯化 的 酶 做 了 一 系列 实验 , 发 现 被 标记 的 DNA 经 限制 性 酶 
处 理 不 会 产生 游离 的 标记 核 苷 酸 , 环 状 的 DNA 经 限制 性 酶 处 理 后 会 成 为 线 状 
的 双 链 片段 , 解 链 变性 后 也 不 改变 链 的 长 度 。 这 些 结果 表明 限制 性 酶 作用 的 对 象 
Je WHE DNA, 并 且 它 还 是 一 种 内 切 酶 , 因为 它 不 切割 链 端的 核 背 酸 。 此 外 , 他 们 
还 做 了 限制 性 酶 处 理 异 源 双 链 分 子 的 实验 , 他 们 用 在 大 肠 杆 菌 民 上 生长 的 入 鸣 菌 
体 的 DNA( 对 限制 性 酶 K 的 作用 有 抗 性 ) 和 在 大 肠 杆 菌 C 上 生长 的 MDNA( 对 限 
制 性 酶 敏感) 分 别 解 链 后 退火 形成 X(K) 人 人 (C) 杂 合 双 链 , 然后 用 限制 性 酶 K 处 
理 。 结 果 和 (K) 这 条 在 K 细 胞 中 修饰 过 的 单 链 保 护 了 双 链 分 子 , 甚至 在 杂 合 双 链 
中 的 入 (C) 单 链 上 不 产生 切口 。 这 表明 在 DNA 双 链 中 , 只 要 有 一 条 链 的 特定 位 点 
被 甲 基 化 修饰 ,那么 整个 双 链 分 子 都 不 受 限制 性 酶 的 作用 。 

梅 塞 尔 森 和 圳 认为 这 是 一 项 非常 重要 的 发 现 。 因 为 异 源 双 螺旋 分 子 对 限制 
性 酶 的 抗 性 , 实际 上 是 保护 了 复制 中 新 合成 的 一 条 DNA 链 , 使 新 链 有 被 修饰 的 机 
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会 和 时 间 。 如 果 限 制 和 修饰 由 同一 种 酶 完成 , 那么 对 DNA 分 子 究 竞 是 进行 限制 
性 切割 还 是 保护 性 修饰 反应 就 完全 取决 于 底 物 究竟 是 未 经 修饰 的 同 源 双 螺 旋 , 还 
是 有 一 条 单 链 被 修饰 的 异 源 双 螺旋 。 

接着 梅 塞 尔 森 和 圳 又 用 了 10 年 时 间 , 终于 弄 清 楚 他 们 所 研究 的 限制 性 酶 K 
的 分 子 量 非 常 大 , 它 由 三 个 活性 组 分 构成 。 第 一 部 分 专门 识别 DNA 双 链 分 子 上 
的 特定 碱 基 序列 , 第 二 部 分 专门 在 未 经 甲 基 保 护 性 修饰 的 特定 区 段 切割 DNA 双 
链 , 第 三 部 分 对 异 源 双 分 子 做 保护 性 修饰 。 遗 憾 的 是 他 们 并 没有 进一步 研究 酶 所 
识别 和 切割 的 特异 性 序列 , 而 这 恰恰 是 限制 性 酶 作用 的 关键 , 解决 这 个 问题 的 是 
史密斯 (H. Smith). 

史密斯 早年 学 习 数 学 , 后 来 又 进 医学 院 学 习 , 1962 年 进入 密歇根 大 学 , TEMG 
菌 体 遗传 学 家 莱 文 ( M. Levine) 指导 下 攻读 博士 学 位 , 长 期 从 事 叹 菌 体 P22 的 研 
究 。 毕 业 后 到 了 约翰 霍 普 金 斯 大 学 医学 院 从 事 嗜 血 流感 杆菌 (Haemophilus 
influenzae ) 的 转化 研究 。 为 了 研究 嗜 血 流 感 杆菌 对 外 源 DNA 的 作用 , 他 把 各 种 
来 源 的 DNA 加 入 这 种 菌 的 提取 液 , 并 以 DNA 深 液 的 黏度 改变 作为 DNA 分子 断 
裂 和 降解 的 指标 来 研究 细菌 提取 液 对 DNA 的 作用 。 另 外 , 他 还 用 放射 性 标记 的 
哈 菌 体 DNA 或 其 他 来 源 的 DNA 来 感染 嗜 血 流感 杆菌 , 并 观察 这 些 标记 DNA 的 
变化 。 一 次 史密斯 用 放射 性 标记 的 噬菌体 P22 感染 嗜 血 流 感 杆 菌 。 这 种 噬菌体 
是 他 非常 熟悉 的 实验 材料 , 可 意 想 不 到 的 是 这 些 放射 性 标记 的 DNA 竟 消失 得 无 
影 无 踪 。 突 然 , 他 的 脑海 中 闪 出 了 一 个 革命 性 的 思想 ,1978 年 12 月 8 日 ,在 诺 贝 
尔 奖 的 获奖 演说 中 , 史密斯 回忆 道 :“ 我 立刻 把 我 们 的 实验 结果 和 梅 塞 尔 森 的 论 
文联 系 了 起 来 ,我 设想 这 很 可 能 是 喉 菌 体 P22 的 DNA 被 细菌 的 限制 性 酶 裂解 了 ， 
而 我 们 的 黏度 测定 技术 可 能 发 展 成 为 一 种 限制 性 酶 的 活性 测试 系统 。 第 二 天 ， 
我 们 装 了 两 个 黏度 计 , 一 个 加 入 P22 的 DNA, 另 一 个 加 入 嗜 血 流感 杆菌 的 DNA。 
然后 加 入 嗜 血 流感 杆菌 的 提取 液 , 接 下 来 我 们 随时 测定 溶液 的 黏度 变化 。 随 着 
实验 的 进行 , 我 们 越 来 越 兴 奋 , 因为 我 们 发 现 嗜 血 流 感 杆菌 DNA 深 液 的 黏度 保 
持 不 变 , 而 P22 的 DNA 溶 液 的 黏度 急剧 下 降 。 我 相信 我 们 发 现 了 一 种 活性 非常 
高 的 限制 性 酶 。 

接着 史密斯 和 他 的 助手 做 了 同 梅 塞 尔 森 和 圳 几乎 一 样 的 工作 , 从 12 工 细菌 培 
养 液 中 提取 限制 性 酶 。 走 完了 这 长 长 的 路 , 史密斯 发 现 从 嗜 血 流感 杆菌 中 分 离 到 
的 限制 性 酶 的 分 子 量 只 有 70 000, 比 梅 塞 尔 森 和 圳 研究 的 酶 要 小 很 多 。 这 种 酶 能 
有 效 地 切割 双 链 DNA, 例如 , 它 可 将 长 度 为 40 000 bp 左右 的 哈 菌 体 T7 的 DNA 切 
成 平均 长 度 为 1 000 bp 左右 的 40 个 双 链 DNA 片段 ,但 没有 游离 的 核 苷 酸 出 现 。 他 
把 这 种 酶 定名 为 限制 性 内 切 酶 R。 到 这 儿 为 止 , 史密斯 并 不 比 梅 塞 尔 森 和 喜多 走 
一 步 , 只 是 在 哮 血 流感 杆菌 中 重复 了 梅 塞 尔 森 和 圳 在 大 肠 杆 菌 中 做 的 实验 和 分 
析 。 他 棋 高 一 着 的 是 进一步 分 析 了 限制 性 内 切 酶 的 识别 和 切割 序列 。 史 密斯 在 
他 发 表 的 关于 嗜 血 流感 杆菌 的 限制 性 内 切 酶 RR 的 论文 中 , 就 曾 推测 这 种 识别 序列 
应 由 5~6 bp 组 成 。 理 由 是 这 种 内 切 酶 将 T7 DNA 切 成 平均 长 度 为 1 000 bp 的 片 
Be, 表明 它 识别 和 切割 序列 大 约 每 隔 1 000 bp 出 现 一 次 。 根 据 概率 论 推 算 , 如 果菜 
一 序列 由 4 bp 组 成 , 则 平均 每 隔 256 bp 出 现 一 次 , 而 在 T7 DNA 上 特异 性 序列 平均 
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每 隔 1 000 bp 出 现 一 次 ,所 以 构成 特异 性 序列 的 碱 基 对 数目 估计 应 为 5~6 bpo 

怎样 确定 限制 性 内 切 酶 的 识别 和 切割 序列 呢 ? 可 以 设想 ,如 果 酶 的 识别 和 切 
割 位 点 确 有 特异 性 , 那么 每 一 个 酶 切片 段 的 未 端 应 由 相同 的 碱 基 组 成 , 只 要 测定 
酶 切片 段 未 端的 碱 基 构成 ,就 可 以 确定 酶 的 识别 和 切割 序列 了 。 这 正 是 史密斯 的 
研究 战略 。 经 过 深入 细致 的 分 析 , 史密斯 和 他 的 助手 终于 攻克 了 这 个 难题 , 查 明 
这 个 酶 的 识别 和 切割 序列 ,这 是 一 个 中 心 对 称 的 回 文 序列 ; 


{ 
GTPyPuAC 
CAPuPyTG 

(Pu: WBNS; Py: HERE) 


这 是 人 类 搞 清楚 的 第 一 个 限制 性 核酸 内 切 酶 的 识别 序列 , 这 个 酶 被 正式 命名 为 
Hind I 。 

从 上 面 的 叙述 可 以 看 出 ,对 于 限制 和 修饰 的 研究 步子 是 越 走 越 快 了 。 

从 第 一 个 噬菌体 定型 到 卢 里 亚 发 现 限制 和 修饰 现象 , 花 了 30 年 (1922 一 1952 年 ); 

从 卢 里 亚 到 阿尔 伯 花 了 10 年 (1952 一 1962 年 ); 

从 阿尔 伯 到 梅 塞 尔 森 种花 了 6 年 (1962 一 1968 年 ); 

从 梅 塞 尔 森 和 袁 到 史密斯 只 花 了 2 年 (1968 一 1970 年 )。 

史密斯 在 回顾 这 段 经 历时 曾 说 过 一 段 意味 深长 的 话 :寄主 控制 的 限制 和 修 
饰 , 看 来 似乎 是 细菌 学 中 并 不 显眼 的 一 种 现象 , 可 是 它 导 致 了 一 类 酶 的 发 现 。 而 
这 样 一 件 事 又 出 人 意料 地 大 大 推动 了 科学 的 发 展 。” 


2.4.7 重组 DNA 技 术 

1978 年 12 月 与 阿尔 伯 和 史密斯 一 起 分 享 诺 贝尔 奖 的 还 有 一 个 科学 家 内 森 斯 
(D. Nathans)。 他 也 是 约翰 ' 霍 普 金 斯 大 学 的 生物 化 学 教授 。 就 在 史密斯 阐明 
Hin d I[ 的 特异 性 切割 序列 之 后 , 内 森 斯 就 把 限制 性 内 切 酶 应 用 于 分 子 生物 学 的 
研究 了 。 他 和 年 轻 的 研究 生 达 纳 (K. Danna) 一 起 以 猴 病 毒 SV40 作 为 内 切 酶 的 
EHET, 以 SV40 对 寄主 细胞 的 转化 活性 作为 检测 酶 处 理 前 后 SV40 DNA 生 
物 学 功能 的 指标 , 系统 地 研究 了 各 种 内 切 酶 对 DNA 分 子 结构 和 功能 的 影响 。 他 
们 先 用 限制 性 内 切 酶 处 理 过 的 标记 SV40 DNA 在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 做 电泳 分 析 , 然 
后 降温 冻结 使 凝 胶 变 硬 以 便 操 作 。 再 用 小 刀 把 凝 胶 切 成 宽度 为 1.2 mm 的 100 条 
凝 胶 小 条 带 , 依次 测定 每 个 小 带 的 放射 活性 , 最 后 做 出 放射 活性 分 布 图 。 他 们 发 
现 处 理 前 呈现 一 个 浓度 峰 的 SV40 DNA 在 处 理 后 出 现 了 11 个 浓度 峰 , 如 果 把 11 
个 峰值 出 现 区 的 DNA 小 片段 的 分 子 量 累加 起 来 , 其 总 和 则 等 于 切割 前 整个 SV40 
DNA 的 分 子 量 。 内 森 斯 和 达 纳 的 结论 是 “这 种 内 切 酶 把 每 SV40 DNA 分 子 切 成 
了 11 段 ,DNA 分 子 被 切割 后 所 产生 的 11 种 大 小 不 等 的 片段 会 在 凝 胶 的 一 定位 置 
聚集 为 11 条 电泳 带 , 各 个 电泳 带 的 位 置 取决 于 相应 的 DNA 片段 的 分 子 量 ” 。 此 
后 ,他 们 又 用 不 同 的 内 切 酶 处 理 SV40 DNA, 获得 了 不 同 的 限制 性 内 切 酶 谱 , 酶 谱 
中 电泳 带 的 数目 反映 了 整个 SV40 DNA 分 子 中 这 种 限制 性 内 切 酶 的 识别 序列 出 
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现 的 次 数 。 所 以 ,内 森 斯 和 达 纳 实际 上 已 经 发 展 和 建立 了 一 种 新 的 限制 性 内 切 酶 
的 活性 检测 系统 。 让 我 们 比较 一 下 梅 塞 尔 森 和 圳 、 史 密斯 , 以 及 内 森 斯 和 达 纳 的 
实验 分 析 方 法 ( 表 2-3)。 


R23 梅 塞 尔 森 和 南 . 史 密斯 .内 森 斯 和 达 纳 的 实验 分 析 方法 比较 





实验 者 wane 实验 材料 实验 方法 二 特点. 
梅 塞 尔 森 和 囊 大 上 肠 杆菌 吹 菌 体 入 放射 性 标记 DNA 密 度 梯度 比较 费时 费力 
离心 分 析 
史密斯 嗜 血 流 感 杆 菌 噬 菌 体 T7 “放射 性 标记 DNA 溶 液 竺 度 ”快速 ` 有 效 
测定 法 
内 森 斯 和 达 纳 ” 猴 病 毒 SV40 放射 性 标记 DNA 片段 凝 胶 ”快速 有 效 、 半 定量 
电泳 法 


在 内 森 斯 和 达 纳 以 后 , 冷泉 港 研 究 所 的 夏普 (P. A. Sharp) 又 在 技术 上 做 了 两 
点 改进 : 一 是 用 琼脂 糖 凝 胶 代 蔡 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 作 电泳 载体 , 简化 了 操作 ; 二 是 
用 省 乙 啶 染料 给 凝 胶 上 的 DNA 染 色 ,在 紫外 光照 射 下 , 溴 乙 啶 会 发 出 荧光 来 显示 
被 它 染色 的 DNA 片段 的 位 置 和 数量 , 使 整个 操作 摆脱 了 放射 性 同位 素 , 节省 
射 自 显影 所 需 的 时 间 和 工作 量 , 既 推动 了 实验 研究 又 促进 了 推广 应 用 。 夏 普 
说 过 :我 肯定 不 是 第 一 个 在 生化 实验 中 用 琼脂 糖 作 电泳 基质 的 人 ， daphne 
实 使 得 这 项 技术 普及 起 来 了 。” 

在 限制 性 酶 识别 位 点 的 核 昔 酸 序列 测定 方面 , 工作 是 困难 而 繁重 的 。 然 而 ， 
美国 威斯康星 大 学 的 统计 学 家 富 克 斯 (C. Fuchs ) 巧妙 地 运用 统计 学 原理 取得 了 
重大 突破 。 因 为 限制 性 酶 的 识别 位 点 都 有 特定 的 回 文 结 构 , 所 以 富 克 斯 把 猴 病 毒 
SV40 和 大 肠 杆菌 叹 菌 体 hx174 的 核 苷 酸 全 序列 输入 电子 计算 机 , 然后 用 计算 机 
程序 检 出 所 有 由 4 个 .5 个 和 6 个 核 苷 酸 组 成 的 回 文 序 列 。 这 样 就 能 知道 在 SV40 
和 中 xl174 的 DNA 全 序列 上 有 多 少 个 特定 的 回 文 序列 结构 , 以 及 这 些 结构 相隔 的 
核 苷 酸 对 数目 , 富 克 斯 据 此 制作 了 相应 的 软件 。 当 实验 科学 家 发 现 一 种 新 的 限制 
性 酶 时 , 只 要 用 这 个 软件 来 处 理 SV40 和 中 x174 的 DNA, 并 查 出 切割 后 的 电泳 谱 
上 电泳 带 的 总 数 和 各 条 带 所 代表 的 相应 DNA 片段 的 分 子 量 , 就 可 以 通过 计算 机 
推算 出 这 种 酶 识别 和 切割 的 核 昔 酸 序列 了 。 

在 短 短 的 几 年 中 , 限制 性 核酸 内 切 酶 的 研究 面貌 真 可 谓 是 日 新 月 异 。 喜 在 
1980 年 十 分 感慨 地 说 过 :“ 谁 能 想到 那些 起 初 是 那么 笨重 、 烦 珊 而 又 耗 时 费力 的 
实验 会 变 得 如 此 轻快 和 和 舒服 ,造成 这 种 变化 的 正 是 人 类 的 智慧 和 精巧 的 设计 。? 

随 着 识别 、 分 离 和 纯化 到 的 限制 性 酶 的 种 类 和 数量 越 来 越 多 , 迫切 需要 一 个 
统一 的 命名 法 。 现 在 通用 的 命名 法 , 是 用 一 个 大 写字 母 代表 取得 酶 的 菌株 的 属 
名 ,用 两 个 小 写字 母 代表 菌株 的 种 名 , 再 用 一 个 大 写字 和 母 来 代表 菌株 的 品系 名 。 
例如 , 大肠 杆 菌 R 株 中 提取 的 内 切 酶 , 可 命名 为 Eco RI, Eco R IF, RRS E 
字 代 表 从 这 个 品系 中 分 离 到 的 内 切 酶 的 序号 。 又 如 : 

从 Haemophilus influenzae Rd 中 提取 的 酶 Hin d I, Hind M; 

从 Diplococcus pneumoniae 中 提取 的 酶 Dpn; 
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从 Bacillus amyloliquefaciens H 中 提取 的 酶 Bam HI 等 。 
限制 性 酶 切割 DNA 可 造成 两 种 切口 : 一 种 为 平 口 , 另 一 种 为 阶梯 口 , 表 2-4 
中 Hin d I[ 等 切 的 是 平 口 ,Eco R 1, Aph | 等 切 的 是 阶梯 口 。 


表 2-4 ” 几 种 限制 性 酶 的 比较 






Alu AGCT Hind I GTPyPuAC 
Bam H I GGATTC Hind M AAGCTT 
Bgl Il AGATCT Xba I TCTAGA 
Dde | CTNAG Xho Il PuGATCPy 
EcoR I GAATTC Xma I CCCGGG 
Hae ll GdGcc Hph I GGTGA(N); 








TE: A, ARIS; T, MIREI; G, SS; C, 胞 喀 啶 ; Pu, MENS; Py, EIE; N ,任何 一 种 碱 基 ; | ,内 切 酶 
作用 切口 。 


用 能 产生 阶梯 切口 的 限制 性 酶 切割 DNA 双 链 分 子 , 会 在 分 子 片段 的 两 端 各 
留 出 一 个 互补 序列 , 这 就 是 所 谓 的 黏 性 末端 。 可 以 设想 , 如 果 用 同一 种 限制 性 酶 
去 处 理 不 同 来 源 的 DNA 分 子 , 就 可 以 切 出 不 同 来 源 但 却 具 有 互补 的 黏 性 末端 的 
DNA 片 段 , 把 这 些 具 有 互补 末端 的 异 源 DNA 片段 混合 胰 育 培养 , 就 有 可 能 获得 
一 种 新 的 重组 DNA 分子 , 这 就 是 重组 DNA 技 术 , 或 者 叫 作 基 因 工 程 。 图 2-26 是 
关于 基因 重组 技术 中 重组 质粒 构筑 的 示意 图 。 





图 2-26 外 源 DNA 整 
合 于 质粒 构筑 重组 质 
粒 的 示意 
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关于 基因 工程 技术 的 具体 细节 ,包括 目标 基因 的 分 离 重组、 转 染 和 外 源 基因 
在 受 体 细胞 中 的 表达 等 , 在 不 少 教材 和 专著 中 都 有 专门 章节 讨论 , 这 里 就 不 深入 
介绍 了 。 

限制 性 内 切 酶 是 基因 工程 的 重要 工具 酶 。 然 而 ,我 们 很 难 设想 生物 会 经 过 长 
期 的 演化 为 人 类 生产 一 系列 工具 酶 。 那 么 , 限制 性 酶 的 生物 学 意义 究竟 是 什么 ? 
或 者 讲 它 在 生物 演化 中 有 什么 积极 意义 ? 

有 一 种 看 法 认为 限制 性 酶 的 出 现 或 许 只 是 为 了 帮助 细菌 抵御 唆 菌 体 的 感染 。 
至 少 有 三 条 理由 可 以 否定 这 种 设想 。G@D 这 种 抵御 并 不 是 强 有 力 的 。 因 为 某 种 特 
异性 极 强 的 限制 性 酶 对 于 稍 加 修饰 的 病毒 是 无 能 为 力 的 。@ 从 生物 演化 角度 
看 ,发展 出 一 种 专门 抵御 生长 于 不 同 株 系 细菌 的 噬菌体 又 有 多 大 作用 呢 ? 从 抵抗 
鸣 菌 体 侵 袭 角 度 看 , 通过 改变 细菌 细胞 表面 的 附着 点 结构 来 阻止 唆 菌 体 的 吸附 和 
感染 是 更 为 有 效 的 途径 。@) 如 果 限 制 修饰 系统 确实 是 为 了 抵御 病毒 感染 ,那么 
高 等 生物 体 应 该 会 发 展 出 更 为 完善 的 限制 修饰 系统 ,但 是 在 真 核 生 物 细胞 中 迄今 
尚未 发 现 类 似 的 系统 。 所 以 , 这 个 系统 不 可 能 只 是 为 了 抵抗 病毒 感染 的 。 细 菌 在 
生物 演化 中 发 展 限制 修饰 系统 的 更 有 说 服 力 的 理由 应 该 说 是 为 了 防御 外 来 DNA 
的 入侵 ,除了 病毒 DNA 之 外 ,作为 单 细胞 原核 生物 的 细菌 随时 会 在 接合 、 转 化 或 
转 导 等 过 程 中 接受 外 源 DNA 的 入 侵 , 而 清除 异 源 DNA ,确保 自身 DNA 的 “纯洁 ” 
是 维系 细菌 物种 存在 的 前 提 , 也 是 新 种 形成 必要 的 “隔离 ”机 制 。 这 种 阻 断 异 种 
DNA 入 侵 的 类 似 隔离 机 制 在 高 等 生物 中 不 但 是 普遍 存在 的 , 而 且 是 高 度 发 展 的 ， 
其 最 高 形式 就 是 不 同 物种 之 间 的 种 间 生 殖 隔离 。 

此 外 ,对 限制 修饰 系统 的 研究 还 引出 了 生物 学 上 的 一 个 重要 问题 。 限 制 性 内 
切 酶 究竟 是 怎样 工作 的 ? 它 是 通过 识别 DNA 分 子 上 特定 的 核 苷 酸 序列 , 进而 与 
这 段 序列 相互 作用 ,最 后 切割 DNA 分 子 。 这 一 系列 过 程 的 核心 问题 是 蛋白 质 ( 限 
制 性 内 切 酶 ) 和 DNA 之 间 的 相互 识别 和 共同 作用 。 其 实 蛋 白质 和 核酸 , 以 及 不 同 
蛋白 质 之 间 错 综 复 杂 的 相互 作用 网 络 就 是 基因 表达 调控 的 核心 所 在 。 如 果 把 复 
杂 的 生命 活动 比 作 一 部 演奏 中 的 交响 乐章 ,那么 蛋白 质 和 核酸 之 间 的 互相 识别 ， 
也 许 就 是 指挥 和 演奏 家 之 间 的 信息 识别 和 交流 。 
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在 生物 体 生长 和 繁殖 的 过 程 中 , 机 体内 外 环境 中 的 许多 因素 都 有 可 能 损伤 和 
改变 生物 体 的 遗传 物质 。 遗 传 物 质 永久 性 的 可 遗传 变异 称 为 突变 。 发 生 了 突变 的 
生物 体 称 为 突变 型 。 突 变 和 突变 型 是 遗传 分 析 的 基础 。 遗 传 学 家 在 生物 群体 ( 植 
物 ` 动 物 、 微 生物 和 人 类 群体 ) 中 发 现 突变 型 ,通过 这 些 突变 型 的 分 析 来 研究 遗传 和 
变异 的 规律 。 马 勒 在 1927 年 和 斯 塔 德 勒 (L. Stadler) 在 1928 年 分 别 开 始 用 人 工 方 
法 增加 生物 实验 群体 中 突变 发 生 的 频率 ,加快 了 遗传 学 研究 的 步伐 。 但 是 ,无 论 用 
自发 突变 还 是 诱发 突变 进行 遗传 分 析 , 都 只 是 把 突变 和 突变 型 作为 遗传 分 析 的 工 
具 或 手段 ,并 没有 涉及 突变 这 一 生物 学 过 程 或 生物 学 事件 的 本 身 。 无 论 是 研究 遗 
传 学 基本 规律 的 孟 德 尔 、 摩 尔 根 , 还 是 分 子 遗 传 学 的 创始 人 比 德尔 ,或 者 是 提出 基 
因 表达 调控 模型 的 莫 诺 和 雅 各 布 , 都 是 以 生物 体 的 基因 突变 和 由 此 产生 的 突变 型 
个 体 或 群体 作为 遗传 学 研究 的 材料 的 , 也 因此 对 基因 概念 的 形成 和 发 展 做 出 了 历 
史 性 的 贡献 。 然 而 他 们 都 没有 对 突变 发 生 这 一 细胞 反应 做 过 深入 的 理论 研究 。 


83.1 突变 的 定义 和 分 类 


3.1.1 突变 的 定义 

突变 有 两 个 意义 : 一 是 指 与 野生 型 不 同 的 个 体 所 携带 和 传递 的 基因 组 变异 
结构 , 这 种 变异 结构 可 以 是 基因 水 平 的 , 也 可 以 是 染色 体 水 平 的 ; 二 是 指 上 述 变 
异 结 构 发 生 的 生物 学 过 程 。 


3.1.2 ”突变 的 分 类 

1. 基因 突变 和 染色 体 畸 变 ”从 突变 涉及 的 范围 , 可 以 把 突变 分 为 基因 突变 
和 染色 体 畸 变 。 

基因 突变 又 称 点 突变 , 是 发 生 于 一 个 基因 座位 内 部 的 遗传 物质 结构 变异 , 往 
往 只 涉及 一 对 碱 基 或 少数 几 个 碱 基 对 。 点 突变 可 以 是 碱 基 对 的 替代 , 也 可 以 是 碱 
基 对 的 增 减 。 前 者 又 可 分 为 转换 和 颠 换 。 转 换 是 指 一 种 嗓 叭 - 喀 啶 对 变 为 另 一 种 
ERS HE ee HY, 或 一 种 喀 啶 - 嗓 叭 对 变 为 另 一 种 喀 啶 - 嗓 叭 对 ; 颠 换 是 指 味 叭 - 喀 喧 
对 变 为 喀 啶 - 嗓 叭 对 , 或 者 反 过 来 喀 啶 - 味 叭 对 变 为 味 叭 - 喀 啶 对 (图 3-1)。 这 两 
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类 碱 基 蔡 代 突 变 都 会 改变 相关 的 遗传 密码 的 结构 和 该 密码 所 编码 的 氨基 酸 。 碱 “6 SE GC 
基 对 的 增 减 则 会 造成 增 或 减 的 变异 点 以 后 全 部 密码 子 及 其 编码 的 氨基 酸 的 变异 ， hy ee 


所 以 称 为 移 码 突 变 。 图 3-2 列 举 了 各 类 点 突变 的 结构 变异 及 其 对 突变 基因 所 编 SE 
码 的 蛋白 质 结构 的 影响 。 需 要 注意 的 是 与 错 义 突变 、 无 义 突变 和 移 码 突变 相 比 ， | ON 
同 义 突变 往往 是 难以 检测 的 “沉默 突变 ”, 因为 它 编码 的 多 肽 序列 和 野生 型 是 一 小“ 4 


AT -= TA 


模 一 样 的 。 此 外 ,有 些 诱 变 性 化 合 物 能 引起 DNA 分 子 中 某 些 碱 基 的 异 构 化 修饰 ， 
也 会 导致 DNA 分 子 结构 的 改变 ,从 而 影响 复制 的 精确 性 。 

染色 体 畸 变 可 以 是 染色 体 数目 的 变异 , 如 倍数 性 改变 ( 单 倍 体 和 多 倍 体 ) 和 
非 倍数 性 改变 ( 单 体 、 缺 体 和 多 体 等 ), 也 可 以 是 染色 体 结构 的 改变 , 如 缺失 、 重 
复 、 逆 位 和 易 位 等 (图 3-3)。 


<---> 转换 


图 3-1 转换 和 颠 换 示意 





... ATGACCATGATTACGGATTCACTG... 
... TACTGGTACTAATGCCTAAGTGAC... 


...AUGACCAUGAUUACGGAUUCACUG... 
Hie 苏 甲 硫 异 亮 苏 天 冬 丝 党 
(a) 





. .ATGACAATGATTACGGATTCACTG... .. ATGACCTTGATTACGGATTCACTG... 
... TACTGTTACTAATGCCTAAGTGAC... ... TACTGGAACTAATGCCTAAGTGAC... 
.. AUGACAAUGAUUACGGAUUCACUG ... .. .AUGACCUUGAUUACGGAUUCACUG... 
甲 硫 苏 Pi Set Oe RE 丝 亮 Hee 苏 ss Re 苏 RR AH Hw 
(b) (9) 
...ATGACCATGATTACGGATTGACTG... . ATGACCCATGATTACGGATTCACTG... 
... TACTGGTACTAATGCCTAACTGAC... ... TACTGGGTACTAATGCCTAAGTGAC... 
...AUGACCAUGAUUACGGAUUGACUG... ... AUGACCCAUGAUUACGGAUUCACUG... 
He OF HE 异 亮 苏 天 冬 终止 Hime 苏 组 天 冬 fi 甘 RA 苏 
(d) (e) 


图 3-2 大肠 杆菌 半 乳 糖苷 酶 N 端 的 基因 和 和 蛋白质 结构 的 变异 
(a) FÆR; (b) 同 义 突变 ; (c) 错 义 突变 ; (d) 无 义 突变 ; (e) 移 码 突变 








SS SSS 
t 
缺失 
A B BC D E F 
4 
重复 
A E D C B F 
倒 位 ( 逆 位 ) 
易 位 
A B C akt 
G H- jfk G- HI EF 
t + 图 3-3 染色 体 结构 变 


易 位 异 示 意 
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2. 体 细胞 突变 和 生殖 细胞 突变 ”从 发 生 突 变 的 细胞 来 分 , 又 可 将 突变 分 为 
体 细胞 突变 和 生殖 细胞 突变 。 两 者 的 区 别 可 参见 图 3-4。 可 以 明显 地 看 出 , 体 细 
胞 突变 和 生殖 细胞 突变 的 后 果 是 截然 不 同 的 。 体 细胞 突变 的 结果 是 在 正常 细胞 
的 背景 上 形成 一 个 由 突变 型 细胞 组 成 的 克隆 , 克隆 的 大 小 取决 于 在 个 体 发 育 中 突 
变 发 生 的 早 迟 。 体 细胞 突变 一 般 是 不 能 传 给 下 一 代 的 。 生 殖 细 胞 突变 是 发 生 于 
最 终 会 形成 性 细胞 的 细胞 内 的 突变 。 一 旦 携 有 突变 基因 的 性 细胞 受精 , 则 会 将 突 
变 传 给 下 一 代 。 值 得 注意 的 是 , 表 型 正常 的 个 体 可 以 是 突变 基因 的 携带 者 , 所 以 
在 确定 一 种 变异 体 是 突变 产物 之 前 ,必须 先 排除 分 离 和 重组 的 可 能 性 。 


身体 的 每 个 细胞 都 
携带 突变 基因 





图 3-4 ” 体 细胞 突变 和 | 


携带 突变 基因 的 
体 细胞 集落 班 
生殖 细胞 突变 及 其 后 


果 示 意 ( 引 A biology- enan PPP SISS ge 
forum 网 ) 携带 突变 基因 ele 


3. 突变 型 表 型 的 分 类 ”如果 我 们 从 突变 的 后 果 , 即 突变 型 表 型 来 看 , 又 可 把 
突变 分 为 五 种 类 型 。 

(1) 形态 突变 : 指 可 见 的 形态 性 状 遗 传 变异 ,如 形状 BES DE tT 
子 和 菌落 的 形状 和 颜色 、 噬 菌 斑 的 大 小 和 透明 度 等 。 

(2) 致死 突变 : 这 类 突变 往往 涉及 细胞 或 个 体 的 基本 生物 学 功能 , 如 DNA 复 
制 、 蛋 白质 合成 等 生死 侯 关 、 必 不 可 少 的 功能 缺陷 。 致 死 突 变 的 原因 常常 并 不 清 
楚 , 最 初 往往 是 根据 致死 和 子 裔 死亡 比 的 检测 来 推断 的 。 

(3) 条 件 (致死 ) 突 变 : 属于 这 类 突变 的 突变 型 个 体 只 能 在 特定 的 条 件 , 即 限 
定 条 件 下 表达 突变 性 状 或 致死 效应 , 而 在 许可 条 件 下 的 表 型 是 正常 的 。 第 2 章 中 
讨论 过 的 大 肠 杆菌 噬菌体 T4 的 许多 温度 敏感 突变 就 是 条 件 致死 突变 的 典型 例 
子 。 在 真 核 生物 中 , 温度 敏感 突变 也 是 研究 的 目标 , 如 果 蝇 有 一 种 显 性 热 敏 致死 
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突变 , RAT [H/H ] 在 20%C 时 是 正常 的 , 而 在 30%C 时 即 死 亡 。 有 的 遗传 学 家 利 
用 温度 的 陡然 变化 来 研究 与 温度 敏感 突变 有 关 的 蛋白 质 或 酶 的 结构 和 功能 。 这 
些 在 限定 条 件 下 具有 致死 作用 的 突变 往往 是 和 细胞 分 裂 、 生 长 ,分 化 等 生命 基本 
功能 的 调控 密切 相关 的 ,研究 这 些 突变 是 生化 遗传 学 的 重要 内 容 。 

(4) 生化 突变 : 指 细胞 或 个 体 生物 化 学 功能 的 缺陷 突变 。 如 营养 缺陷 突变 和 
遗传 性 代谢 病 。 如 果 从 突变 的 原始 结果 来 讲 , 几乎 每 一 种 突变 都 是 与 生物 化 学 变 
化 有 关 的 。 

(5) 抗 性 突变 : 抗 性 突变 型 细胞 或 个 体能 在 某 种 抑制 生长 的 因素 , 如 抗生素 或 
代谢 活性 物质 的 结构 类 似 物 存在 时 继续 生长 与 繁殖 。 在 遗传 分 析 中 常 以 抗 性 突变 为 
选择 标记 ,特别 在 融合 实验 和 协同 转 染 (co-transfer, 或 称 共 转 染 ) 实 验 中 用 得 最 多 。 

显而易见 , 这样 的 划分 是 粗 线条 的 , 而 且 是 互 不 排斥 的 , 一 种 类 型 的 突变 型 可 
以 同时 归 和 另 一 类 型 的 突变 。 表 3-1 是 三 种 在 实验 分 析 中 常用 的 突变 型 躲 选 模式 。 
表 3-1 三 种 突变 型 的 筛选 与 检测 原则 


= 





野生 型 KK 生长 生长 O ER RERO 
突变 型 EK KEK EK KEK 生长 生长 


突变 和 突变 型 的 分 析 研 究 已 经 超越 遗传 学 研究 的 范围 ,而 成 为 剖析 细胞 内 错 
综 复 杂 的 生物 化 学 反应 和 种 种 生命 活动 过 程 的 有 力 工具 , 也 是 医学 、 药 学 和 农学 
研究 的 对 象 和 工具 。 因 此 ,我 们 除了 继续 运用 突变 和 突变 型 的 性 质 来 解决 一 些 当 
代 重 大 的 科学 和 社会 问题 ,如 遗传 病 、 肿 瘤 、 免 疫 、 衰 老 , 生 长 发 育 \ 环 境 污 染 、 能 源 
短缺 等 问题 以 外 ,还 必须 研究 和 了 解 突 变 本 身 ,研究 突变 这 个 细胞 反应 的 机 制 。 


8$ 3.2 自发 突变 和 诱发 突变 


在 一 个 相当 长 的 时 期 里 ,人 们 把 自发 突变 归 之 于 环境 中 自然 存在 的 辐射 本 底 
和 环境 诱 变 剂 。 然 而 , 深入 的 研究 表明 这 种 看 法 是 不 完全 的 。 图 3-5 清 楚 地 表明 
自然 本 底 中 的 诱 变 因子 是 远 不 能 说 明 自 发 突变 率 的 。 现 在 的 看 法 是 绝 大 多 数 的 
自发 突变 起 源 于 细胞 内 部 的 一 些 生命 活动 过 程 , 如 DNA 复 制 中 出 现 的 误差 和 和 遗 
传 重组 过 程 中 的 误差 ,这 些 误差 的 产生 是 和 酶 的 活动 有 关 的 。 

DNA 复 制 是 非常 精确 的 。 细 菌 的 DNA 多 聚 酶 同时 具备 聚合 功能 和 核酸 链 
从 3' 端 至 5' 端 的 外 切 功 能 , 它 可 以 切除 已 参 人 到 合成 链 3' 端 , 但 与 样板 链 不 互补 
的 错 配 碱 基 。 这 种 复制 中 的 校正 proof-reading ) 能 大 大 减少 新 合成 的 DNA 分子 
的 错 配 率 , 从 而 提高 DNA 复制 合成 的 精确 程度 。 根 据 计 算 , 这 种 校正 功能 可 以 把 
复制 的 错误 减少 到 10 "/ 碱 基 对 , 即 每 复制 10" 个 碱 基 对 , 只 发 生 一 次 与 样板 链 不 
互补 的 错 配 碱 基 的 参 人 。 细 菌 的 基因 组 含 3 x 10' 个 碱 基 对 ,整个 基因 组 复制 一 次 
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3-5 ”图 示 辐 射 本 底 不 能 说 明 果 蝇 的 自发 突变 
Facil JKF (5| Á R. C.von Borstel) 


102 10° 1.0 10 102 10 10 实验 表明 用 剂量 相当 高 的 辐射 处 理 时 ,诱发 突 
剂量 (rd) 变 和 辐射 剂量 呈 直 线 相关 。 将 该 直线 外 推 到 自然 
1 rd=0.01 Gy 的 本 底 水 平 ,只 能 说 明 自 发 突变 中 很 小 的 一 部 分 。 


发 生 错 误 的 概率 是 3 x 10”。 假 设 细菌 基因 的 平均 大 小 为 10 个 碱 基 对 , 则 可 推算 
出 细菌 在 一 个 增殖 世代 中 , 每 个 基因 的 突变 率 平 均 为 10 左右。 值得 注意 的 是 大 
多 数 自发 突变 是 难以 检测 的 “沉默 ” 突变。 所 以 ,对 于 细菌 的 多 数 可 检 突 变 来 讲 ， 
自发 突变 率 会 低 于 10 。 

在 大 肠 杆 菌 中 已 发 现 一 些 能 增加 自发 突变 率 的 突变 型 。 如 携带 了 与 DNA 
复制 有 关 的 pol 4 和 pol C 基 因 突 变 的 细胞 的 自发 突变 率 会 升 高 100 倍 , 甚至 更 
高 。 这 种 基因 称 为 增 变 基因 (mutator gene)。 与 此 相反 , 抗 增 变 基因 (anti-mutator 
gene ) 突变 的 作用 是 降低 自发 突变 率 。 有 趣 的 是 , 增 变 基因 和 抗 增 变 基因 往往 都 
是 编码 DNA 多 聚 酶 的 结构 基因 , 或 者 与 DNA 多 聚 酶 协同 参与 复制 的 蛋白 因子 的 
结构 基因 的 突变 。 

除了 DNA 多 聚 酶 结构 变异 外 , A E P KOD E G Me (mismatch), 跳 格 
(slipped) 也 是 增高 自发 突变 率 的 原因 。 此 外 , DNA 分 子 水 平 的 重组 差 误 则 会 造 
成 一 个 或 几 个 碱 基 的 重复 和 缺失 , 这 种 现象 特别 容易 发 生 在 序列 相同 或 相似 的 
DNA 片段 间 的 重组 过 程 中 。 基 因 重 组 是 由 重组 酶 来 催化 的 , 所 以 重组 酶 结构 的 
变异 也 会 影响 基因 的 自发 突变 率 。 总 之 , 种 种 与 DNA 复制 和 基因 重组 过 程 有 关 
的 酶 和 和 蛋白 质 对 维持 生物 一 定 的 基因 自发 突变 率 是 十 分 重要 的 ,甚至 是 对 物种 的 
生存 起 着 某 种 决定 性 作用 的 。 

从 理论 上 讲 , 一 个 生物 种 群 的 自发 突变 率 是 受到 自然 选择 作用 的 , 这 种 作用 必 
定 反映 在 种 群 的 基因 组 结构 上 。 也 就 是 说 自发 突变 率 是 由 整个 基因 组 来 调节 和 控 
制 的。 我 们 观察 到 的 物种 或 种 群 的 基因 自发 突变 率 是 群体 基因 组 稳定 程度 的 一 个 
数量 指标 , 它 取决 于 某 种 平衡 。 这 种 平衡 条 件 下 的 基因 自发 突变 率 既 能 使 物种 或 种 
群 保持 演化 弹性 (evolutionary flexibility), 又 不 致 有 危及 种 群发 展 的 过 高 的 突变 率 。 

研究 自发 突变 是 必要 的 ,但 它 的 发 生 是 一 个 小 概率 事件 , 当 人 们 发 现 它 时 , 突 
变 过 程 已 经 完成 了 ,也 就 很 难 找到 有 效 的 方法 来 确定 其 发 生 的 时 间 、 空 间 , 及 其 影 
响 因 素 。 与 自发 突变 相反 ,诱发 突变 是 人 类 对 生物 体 突变 过 程 的 某 种 干预 , 这 种 
干预 往往 是 了 解 、 掌 握 和 改变 自然 变化 的 出 发 点 。 诱 发 突变 为 我 们 研究 突变 机 制 
创造 了 条 件 , 诱 变 可 以 是 一 个 可 控 的 实验 研究 过 程 。 
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诱发 基因 突变 的 诱 变 剂 可 以 是 紫外 线 或 电离 辐射 这 样 的 物理 因素 ,也 可 以 是 
氮 芥 或 亚 硝 酸 这 样 的 化 学 因素 。 下 面 我 们 以 了 解 得 比较 清楚 的 紫外 线 诱发 的 突 
变 过 程 为 例 来 看 看 诱 变 研 究 在 揭示 突变 本 质 中 的 独特 作用 。 

紫外 线 是 一 种 强 杀菌 剂 , 它 在 暗 环境 下 的 杀菌 效率 与 剂量 成 正比 。 但 是 , 如 果 
让 经 过 紫外 线 处 理 的 细菌 群体 暴露 于 可 见 光 , 会 有 许多 细菌 存活 下 来 。 这 里 有 两 个 
值得 注意 的 问题 : O 表明 细菌 有 某 种 能 为 可 见 光 激 活 的 损伤 修复 系统 , 可 以 修复 紫 
外 线 引 起 的 损伤 ; D 提示 紫外 线 引起 的 细菌 损伤 本 身 或 许 并 不 一 定 是 致死 的 。 

微生物 学 的 研究 告诉 我 们 , 杀菌 最 有 效 的 紫外 线 波段 是 260 nm, 即 DNA 的 
吸收 峰 段 。 这 就 暗示 我 们 紫外 线 诱 变 和 杀菌 作用 的 靶 分 子 是 DNA。 研 究 表明 ， 
经 紫外 线 处 理 的 DNA 会 发 生 多 种 结构 变异 , 其 中 最 常见 的 是 胸腺 喀 啶 双 聚 体 。 
对 野生 型 细菌 来 讲 , 用 强度 为 0.1 pgJ/mm 紫外 线 处 理 , 可 在 每 个 细菌 基因 组 中 产 
生 6 个 胸腺 喀 啶 双 聚 体 , 双 聚 体 中 的 2 个 喀 啶 碱 是 以 共 价 键 牢固 相连 的 。 这 是 
在 一 个 DNA 单 链 上 , 相 邻 的 喀 喧 通过 化 学 共 价 键 相 连接 的 例子 , 其 结果 是 引起 
DNA 螺旋 结构 变形 , 并 使 胸腺 喀 啶 与 互补 链 上 的 腺 嗓 叭 之 间 的 毛 键 断裂 。 大 肠 
杆菌 的 光复 活 基因 phr(photoreactivation) 编码 的 光 裂 合 酶 (photolyase ) 在 可 见 
光 存在 的 条 件 下 , 可 以 识别 双 聚 体 引 起 的 结构 变形 , 并 以 可 见 光 为 能 源 把 共 价 结 
合 的 喀 啶 双 聚 体重 新 单 体 化 , 使 紫外 线 引 起 的 DNA 结构 损 伤 得 以 恢复 , 这 个 过 
程 就 是 光 修 复 , 又 叫 光 复活 。 细 胞 的 光 修 复 是 一 种 无 误 修复 (error-free repair) 
(图 3-6)。 





DNA PRE IR RTE a oo ee 可 见 光 照射 DNA 修 复 完 成 
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除了 光 修 复 之 外 , 细胞 中 还 存在 着 暗 修 复 系统 。 在 研究 紫外 线 对 大 肠 杆菌 
的 诱 变 作用 时 , 曾经 发 现 一 种 对 紫外 线 特别 敏感 的 突变 型 细菌 。 这 种 突变 型 菌 在 
没有 可 见 光 的 条 件 下 ,紫外线 会 诱发 产生 比 野 生 型 菌 多 得 多 的 突变 型 细菌 。 这 有 瞳 
示 野 生 型 细菌 在 无 可 见 光 的 条 件 下 也 具有 某 种 修复 功能 , 而 上 述 对 紫外 线 特别 敏 
感 的 突变 型 菌 实际 上 是 某 种 暗 修复 功能 的 缺陷 突变 。 这 种 突变 称 为 紫外 线 修 复 
(UV repair, uvr) 缺陷 突变 ,已 知 的 这 类 酶 有 uvrA uvrB 和 uvrC 等 。 生 物化 学 的 研 
究 证 实 , 在 黑暗 环境 中 , 野生 型 细菌 的 uvrA* 和 uvrB”、uvrC "一 起 编码 的 紫外 线 核 
酸 内 切 酶 (UV endonuclease) 能 在 喀 啶 双 聚 体 所 在 的 多 核 昔 酸 链 的 3" 端 上 游 8 个 
碱 基 处 切 开 磷酸 二 酯 键 , 随 之 细胞 中 的 核酸 外 切 酶 会 依次 切除 受 损 链 的 单 核 苷 
酸 , 直至 喀 啶 双 聚 体 3' 端 的 第 4 或 第 5 个 核 背 酸 , 使 受 损 链 出 现 12 个 左右 核 苷 酸 
的 缺口 ,然后 DNA 合 成 酶 以 互补 链 的 相应 片段 为 模板 合成 新 的 DNA 链 ,最 后 由 
DNA 连接 酶 连接 修复 后 的 链 。 突 变型 uvr4 的 功能 缺陷 发 生 于 暗 修复 (又 称 切 补 
修复 ) 的 第 一 步 , 即 DNA 单 链 切 口 形 成 阶段 。 整 个 切 补 修复 涉及 与 切割 、 聚 合 和 
连接 有 关 的 多 种 酶 系 。 切 补 修复 是 第 二 类 DNA 损 伤 修复 系统 (图 3-7)。 

在 哺乳 动物 和 人 类 中 也 存在 着 切 补 修复 系统 , 它 也 是 通过 人 类 中 的 uvr4 突变 
而 发 现 的。 最 典型 的 例子 是 人 着 色 性 干 皮 症 (xeroderma pigmentosum, XP) 患者 。 
取 自 XP 患者 的 细胞 对 紫外 线 是 高 度 敏感 的 , 暴露 于 日 光 的 皮肤 易 患 皮肤 癌 。 研 
究 表 明 , 各 种 XP 患者 细胞 的 缺陷 都 和 wuvr4 、uvrB、uvrC 等 基因 有 关 , 已 发 现 缺 陶 突 
变 可 分 9 个 互补 群 ,说 明 切 补 修复 在 人 细胞 中 是 一 个 多 步骤 的 复杂 反应 。 

不 久 , 又 发 现 了 第 三 种 DNA 损 伤 修 复 系统 。 人 们 发 现 大 肠 杆 菌 的 重组 缺陷 
突变 型 rec4 不 但 不 能 产生 重组 子 , 同时 也 是 紫外 线 敏 感 的 。 这 表明 , 某 种 损伤 修 
复 过 程 是 和 重组 密切 相关 的 (图 3-8)。 这 种 重组 修复 常常 发 生 于 正 处 于 复制 中 
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图 3-7， 切 补 修复 过 程 示意 图 3-8 单 链 受 损 时 的 重组 修复 示意 
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的 受 损 DNA 分 子 , 它 虽 然 不 能 消除 损伤 ， SEN 


却 能 使 DNA 复 制 得 以 继续 进行 , 并 通过 x 
复制 来 降低 受 损 DNA 分 子 的 相对 数量 ， 
保存 下 来 的 受 损 部 位 将 有 可 能 通过 后 续 
的 切 补 修 复 完全 修复 。 图 3-9 形 象 地 表明 
T DNA RAT DNA 修复 酶 和 DNA 重 组 
酶 缺陷 突变 型 细菌 对 紫外 线 的 敏感 性 。 
在 通常 情况 下 , 细胞 以 上 述 几 种 途径 
修复 了 大 多 数 由 物理 或 化 学 诱 变 剂 引起 
的 损伤 , 同时 在 修复 过 程 中 也 会 因 错 配 、 
不 等 重组 、 合 成 差 误 而 发 生 基因 突变 。 然 
而 , 我 们 不 妨 设想 一 下 , 如 果 由 于 紫外 线 
剂量 过 大 , 细胞 的 DNA 分 子 上 出 现 非常 
多 的 损伤 , 比如 到 了 DNA 双 链 分 子 的 两 0 5 
股 链 在 很 短 的 距离 内 各 出 现 一 个 喀 啶 双 iii 
Rik, 从 而 使 切 补 修复 或 重组 修复 过 程 中 的 DNA 合 成 失去 适当 的 模板 , 这 时 细胞 
会 发 生 什么 变化 呢 ? 显然 ,细胞 因 修复 受阻 而 造成 喀 啶 双 聚 体 等 损伤 结构 迅速 积 
累 , 细胞 逐渐 进入 发 发 可 危 的 境地 。 为 了 继续 生存 下 去 , 细胞 会 动用 一 种 由 受 损 
DNA 片段 诱导 的 紧急 修复 系统 一 SOS 系统 。 与 前 面 讨论 的 几 种 由 组 成 酶 来 修 
复 的 过 程 不 同 , SOS 系统 是 一 个 可 诱导 的 系统 , 它 为 我 们 深入 研究 DNA 损 伤 、 修 
复 和 突变 提供 了 难得 的 实验 模型 。 
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83.3 ” DNA 损伤 修复 系统 的 调节 与 控制 


3.3.1 ”SOS 系统 的 发 现 

当 DNA 受 到 损伤 或 DNA 合 成 受到 抑制 时 , 无论 是 原核 生物 还 是 真 核 生 
物 都 会 做 出 一 系列 复杂 的 病理 生理 反应 。 在 研究 得 比较 清楚 的 大 肠 杆 菌 中 ， 
这 些 反 应 包括 DNA 损伤 修复 系统 的 激活 、 细 胞 分 裂 受 到 抑制 而 不 能 完成 、 呼 
RZB., 整合 于 细菌 基因 组 的 原 叭 菌 体 被 激活 而 进入 复制 周期 等 。 这 一 系列 
反应 受到 遗传 调控 系统 操纵 而 高 度 协调 , 它们 形成 了 一 个 综合 的 反应 网 络 。 
罗 德 曼 (M. Rodman) 把 这 个 可 以 为 受 损 的 DNA 所 诱导 的 反应 网 络 称 为 SOS 

最 早 发 现 可 诱导 的 修复 系统 的 是 韦 格 。 他 用 经 过 紫外 线 处 理 的 哈 菌 体 和 感 
染 野 生 型 细菌 , 随后 接种 敏感 菌 平板 ,结果 出 现 的 哈 菌 斑 很 少 。 原 因 是 寄主 细胞 
来 不 及 修复 哈 菌 体 DNA 上 由 紫外 线 造成 的 损伤 , 致使 -DNA 不 能 正常 地 复制 和 
增殖 。 可 是 ,只 要 在 感染 前 , 先 用 紫外 线 处 理 一 下 细菌 , 则 XDNA 上 的 损伤 会 被 寄 
主 细胞 很 快 修复 , 在 敏感 菌 平板 上 可 形成 多 得 多 的 哈 菌 斑 , 这 种 现象 称 为 韦 格 复 


图 3-9 多 种 修复 酶 
缺陷 突变 型 细菌 对 兹 
外 线 的 敏感 性 ( 引 自 A. 


Sanca) 
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那么 , 诱导 和 激活 寄主 细胞 修复 系统 的 直接 诱导 因子 是 紫外 线 本 身 , 还 是 紫 
外 线 产生 的 受 损 DNA? 证 实 的 方法 是 让 受 紫 外 线 处 理 后 的 Hfr 菌 和 F 菌 做 接合 
杂交 , 随后 用 受 体 细胞 做 紫外 线 处 理 过 的 入 叭 菌 体 的 复活 实验 。 结 果 表 明 在 接合 
开始 后 第 30 min, 受 体 细胞 中 的 诱导 性 修复 酶 活力 达到 极 大 值 。 因 为 杂交 中 的 受 
体 细胞 并 未 受 紫 外 线 照射 ,只 是 在 接合 过 程 中 获取 了 经 紫外 线 处 理 过 的 Hftr 菌 的 
DNA 分 子 ,所 以 实验 清楚 地 表明 诱导 性 修复 系统 的 直接 诱导 因子 是 受 损 的 DNA,， 
而 不 是 紫外 线 。 

SOS 系 统 的 修复 效率 非常 高 , 在 表达 SOS 修 复 功 能 的 细胞 中 , DNA £R N 
可 越过 受 损 部 位 而 复制 DNA。 然 而 , 这 样 做 会 降低 复制 的 可 靠 性 和 精确 程度 ， 
导致 碱 基 的 错误 参 人 而 增加 突变 发 生 的 概率 , 所 以 这 个 系统 是 一 个 易 误 修复 系 
统 (error-prone repair system)。 也 就 是 说 , 由 受 损 DNA 诱 导 的 SOS 功能 使 细胞 在 
DNA 结构 受 损 较为 严重 的 情况 下 , 继续 复制 DNA 和 维持 细胞 存活 , 但 要 付出 增 
加 基因 突变 这 样 “ 昂 贵 ” 的 代价 (图 3-10)。 


(a) 通过 式 修 复 (b) 切 补 式 修复 


EE ee 





图 3-10 易 误 修复 的 两 个 模型 ( 改 
自 R.E. Glass) 


(a) 在 SOS 功 能 表达 的 细胞 中 
DNA 多 聚 酶 能 越过 喀 啶 双 聚 体 而 继 
续 合 成 DNA, 但 造成 错 配 碱 基 X 的 
参 入 ;(b) 通过 受 损 样板 的 SOS 切 补 l 一 一 复制 中 合成 的 新 链 
修复 , 这 是 修复 双重 损伤 段 DNA 的 v XxX 错误 参 人 的 碱 基 
重要 方式 





3.3.2 recA-lexA 调 控 系 统 

研究 DNA 损 伤 修复 的 一 个 重大 发 现 是 诱 变 剂 引 起 的 损伤 经 过 细胞 内 多 种 修 
复 功 能 的 作用 , 多 数 并 不 能 发 展 成 为 稳定 的 遗传 物质 结构 改变 , 而 修复 过 程 本 身 
却 是 突变 发 生 的 主要 原因 。 例 如 , 研究 表明 在 大 肠 杆菌 中 , 紫外 线 或 化 学 诱 变 剂 
甲 基 磺 酸 乙 酯 引起 基因 突变 对 细胞 来 讲 并 不 是 一 个 被 动 的 、 受 制 于 环境 诱 变 剂 的 
WE, 而 是 一 个 和 SOS 系统 的 诱导 相 协 调 的 、 积 极 主动 的 细胞 反应 。 这 些 诱 变 剂 
的 诱 变 作 用 依赖 于 细胞 SOS 系统 中 的 基因 wumuC(umu 是 up mutation 的 缩写 , 意 
为 提高 突变 率 ) 的 功能 表达 , 在 umuC 功 能 缺陷 的 突变 型 细胞 中 , 诱 变 剂 只 能 增加 
受 诱 变 剂 处 理 细胞 的 死亡 率 , 而 不 能 增加 基因 的 突变 率 。 
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mucA mucB 


经 过 长 期 的 研究 ;现在 对 SOS 系统 已 有 了 一 个 比较 清晰 的 看 法 。 研 究 表 明 
大 肠 杆菌 的 SOS 系统 至 少 涉及 19 个 基因 (图 3-11), 这 些 基因 的 表达 受 同一 个 遗 
传 调控 系统 的 调节 控制 , 是 高 度 协调 一 致 的 , 这 个 调控 系统 称 为 “recA-lexA 调控 

recA 是 编码 重组 蛋白 A 的 结构 基因 。 重 组 蛋白 A 由 352 个 氨基 酸 组 成 , 分 子 
量 为 37 842, 一 般 以 四 聚 体 方式 存在 。 它 是 同 源 DNA 片段 之 间 进 行 遗 传 重组 所 
必需 的 酶 。 然 而 , 重组 蛋白 A 在 “recA-lexA 调 控 系统 ”中 的 作用 是 裂解 lexA & 
白 ,使 之 失去 蛋白 酶 活性 。lexA 蛋白 是 一 种 类 似 于 乳糖 操纵 子 中 的 LacI 基 因 产 
物 的 阻 遇 蛋白 ,分子量 为 24 000。 在 通常 情况 下 ,lexA BAHIA SOS 系统 中 部 分 
基因 的 表达 。 当 诱 变 剂 引起 DNA 损 伤 时 , recA 蛋白 受到 某 种 损伤 信号 (可 能 是 
MEE DNA 片段) 的 诱导 和 激活 ,会 在 dATP 存 在 的 条 件 下 获得 特异 的 蛋白 酶 活性 ， 
将 lexA 和 蛋白 的 第 85 号 氨基 酸 ( 丙 氨 酸 ) 和 第 86 号 氨基 酸 ( 甘 氨 酸 ) 之 间 的 肽 键 切 
F, 使 lexA 和 蛋白 裂解 而 失去 对 一 系列 SO 基因 的 阻 遏 作用 , 使 细胞 进入 SOS 应 激 
状态 。SOS 反 应 包括 细胞 分 裂 受 抑 , 细胞 的 生长 呈现 出 丝 状 化 , 呼吸 受阻 , 基因 
突变 率 明 显 增加 , 以 及 原 喉 菌 体 的 释放 等 。 整 个 反应 过 程 见 示意 图 3-12。 随 着 
受 损 DNA 的 修复 , 能 激活 recA 和 蛋白 的 损伤 信号 分 子 的 水 平 下 降 , recA 蛋白 裂解 
lexA 和 蛋白 的 酶 活性 也 渐渐 消失 。 接 着 lexA 和 蛋白 又 会 逐步 积累 到 能 够 阻 遇 SOS IE 
因 表达 的 水 平 ,SOS 系 统 又 重新 处 于 被 阻 遇 的 状态 。 

在 整个 调控 系统 中 , 值得 注意 的 是 1ex4 和 rec4 这 两 个 调控 基因 也 是 由 lexA 
蛋白 来 调节 和 控制 的 。lexA 的 自我 调控 使 细胞 内 lexA 蛋白 的 水 平 保持 在 一 个 易 
于 上 下 浮动 的 适当 水 平 ,在 损伤 修复 后 又 能 很 快 恢复 对 SOS 系统 基因 群 的 阻 过 作 
用 ,使 细胞 的 呼吸 、 代 谢 和 分 裂 恢复 到 正常 的 状态 。 男 一 方面 ,rec4 基因 的 转录 受 
制 于 lexA 和 蛋白, 则 能 保证 损伤 信号 出 现 后 recA 蛋白 在 获得 裂解 lexA 蛋白 的 酶 活 
性 后 的 瞬间 就 能 迅速 合成 。 在 这 种 情况 下 ,lexA 蛋白 对 SOS 基 因 的 阻 遏 会 很 快 解 


图 3-11 大 肠 杆菌 基 
因 组 和 两 个 质粒 中 受 
SOS 调 控 系 统 有 关 的 
基因 ( 改 自 D. W. Mount) 
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图 3-12 KAMA 
SOS 系 统 调控 模式 ( 引 
自 cmgm.stanfordedu 网 ) 


SOS 系 统 受 抑制 状态 


lexA 蛋 白 逐 步 积 累 
recA 蛋 白 裂解 酶 功能 下 降 
诱导 信号 水 平 降低 
DNA 损 伤 得 到 修复 


和解 有 活性 的 recA 对 白 


LAS ~- ~ 
yy “recA ad T 
ELANA a 
Dao ~~ a 


Aen eA a. 





SOS 系 统 被 诱导 状态 


除 ,使 SOS 系统 基因 的 功能 得 以 表达 。 

为 了 研究 recA-lexA 调控 系统 的 组 成 和 调节 , 卡 萨 达 班 (M. Casadaban ) 建立 
了 操纵 子 融 合 (operon fusion) 技术。 一 般 来 说 我 们 研究 的 靶 标 基因 的 编码 产物 
往往 是 很 难 直 接 检测 的 ,在 融合 的 操纵 子 中 ,通过 DNA 重 组 技术 把 靶 标 基 因 的 调 
控 区 段 和 某 个 基因 产物 易于 检测 的 报告 基因 组 成 一 个 整体 ,就 可 以 通过 容易 检测 
的 报告 基因 表达 和 蛋白 产物 数量 来 推测 靶 标 基因 受 自身 调控 区 段 调控 时 的 表达 程 
度 。 当 某 种 理化 因子 或 生物 因子 能 诱导 和 促进 该 报告 基因 的 表达 时 , 即 可 推测 这 
种 因子 可 能 是 靶 标 基因 调控 区 段 的 直接 或 间接 敏感 因子 , 也 就 是 说 , 这 种 因子 是 
这 个 调控 区 所 操纵 的 基因 得 以 表达 的 诱导 因子 ,或 者 是 和 诱导 过 程 相关 的 因子 。 

卡 萨 达 班 利用 大 肠 杆菌 的 一 种 几乎 能 插 和 人 细菌 基因 组 任何 区 段 的 噬菌体 Mu 
作为 载体 , 使 之 和 乳糖 操纵 子 中 的 结构 基因 ZacZ 重 组 在 一 起 , 形成 一 个 特殊 的 重 
组 分 子 Mud。 当 携带 了 ZacZ 基 因 的 叭 菌 体 Mu, 即 Mud 感 染 细菌 时 , 它 会 随机 地 
整合 于 细菌 的 染色 体 DNA, 组 成 一 个 特定 的 融合 操纵 子 。 这 个 融合 操纵 子 表达 
的 蛋白 产物 总 是 B 半 乳糖 背 酶 。 如 果 Mud 整 合 于 SOS 系统 基因 的 染色 体 区 段 , 即 
可 组 成 一 个 由 SOS 基 因 调 控 区 和 LacZ 组 成 的 融合 操纵 子 。 只 要 这 个 融合 操纵 子 
对 诱 变 因子 引起 的 DNA 损伤 是 敏感 的 ,就 表明 Mud 整 合 的 区 段 可 能 是 SOS 基 因 。 
利用 融合 操纵 子 技术 已 经 鉴定 和 定位 了 4din4、din8、dinD 和 dinF 等 一 系列 SOS 系 
统 基因 。 

美国 亚利桑那 大 学 的 芒 特 (D. Mount) 等 还 利用 融合 操纵 子 技术 深入 研 
究 了 rec4 和 /jex4 基 因 的 调控 机 制 。 他 们 利用 带 有 乳糖 操纵 子 的 大 肠 杆菌 叭 菌 
体 M13mP8 构 筑 成 两 个 融合 操纵 子 , 即 分 别 用 lex4 或 rec4 的 促进 子 序列 取代 
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M13mp8 上 的 LacZ 的 促进 子 。 由 于 重组 技术 问题 , 这 个 操纵 子 的 结构 基因 LacZ 
表达 的 蛋白 产物 是 一 个 杂 合 的 B 半 乳糖 苷 酶 肽 段 , 它 的 氨基 端 最 初 几 个 氨基 酸 不 
是 B 半 乳糖 苷 酶 的 最 初 几 个 氨基 酸 , 而 是 被 recA 蛋白 或 lexA 的 氨基 端的 一 些 氨 
基 酸 取代 了 。 这 种 杂 合 肽 段 具 有 水 解 乳糖 复合 物 的 能 力 。 在 这 个 融合 操纵 子 系 
统 中 , 杂 合 肽 段 的 合成 是 受 SOS 调 控 系 统 的 调节 的 。 在 rec4-LacZ 融 合 实验 中 , 当 
带 有 融合 操纵 子 的 噬菌体 感染 rec4'lex4’ 寄主 细胞 时 ,所 形成 的 哈 菌 斑 是 白色 的 ， 
表明 能 水 解 乳糖 复合 物 的 杂 合 肽 段 的 数量 非常 少 。 如 果 在 培养 基 中 加 入 少量 的 
丝 裂 霉 素 C 来 诱导 SOS 系统 , MERA BEB AT HHEH, 显示 了 SOS 系 统 对 丝 裂 霉 素 
的 诱 变 作用 做 出 了 反应 。 相 反 , 在 lex4-LacZ 融 合 实验 中 ,未 经 诱 变 剂 处 理 , WE 
斑 的 颜色 呈现 蓝 色 ,说 明 在 通常 情况 下 ,lex4 的 表达 比 rec4 强 得 多 ,也 就 是 说 lex4 
基因 受 抑 程 度 低 于 rec4 基因 。 当 一 个 细胞 带 有 多 个 携 有 1ex4 基 因 的 叭 菌 体 DNA 
时 , lexA 蛋白 的 合成 会 过 量 , 这 时 叭 菌 斑 反而 变 成 白色 。 上 述 研 究 表明 , 能 抑制 
jec4 基 因 表 达 所 需 的 lexA 和 蛋白 的 水 平 比 /ex4 基 因 自 我 抑制 所 需 的 lexA 和 蛋白 的 
水 平 要 低 得 多 。 动 力学 的 研究 也 证 实 lexA 蛋白 与 lex4 操 纵 基因 的 结合 力 比 它 与 
recA 操纵 基因 的 结合 力 要 弱 两 个 数量 级 。 这 上 暗示 在 DNA 损 伤 修复 之 后 , 最 后 受 
抑 的 SOS 基 因 是 Tex4 基 因 。 

显而易见 , 这 是 一 个 研究 SOS 系统 调控 的 理论 研究 课题 , 但 同时 也 是 一 个 有 
可 能 用 于 DNA 损 伤 剂 检测 的 实验 系统 。 例如 ,有 人 利用 操纵 子 融合 技术 构筑 了 
ARA AE Mud 的 大 肠 杆菌 新 菌株 PQ37, 并 以 此 来 检测 各 种 理化 因子 诱导 
SOS 功能 表达 的 能 力 。 实 际 上 , 这 就 是 一 个 以 recA-lexA 调控 系统 为 作用 划 标 , 以 
B 半 乳糖 音 酶 基因 的 蛋白 产物 为 观察 指标 的 环境 诱 变 剂 的 检测 系统 的 雏形 。 

近年 来 关于 SOS 系 统 的 研究 非常 活跃 , 除了 上 面 介绍 的 内 容 外 , 还 涉及 每 
个 SOS 基 因 的 表达 分 析 、 它 们 编码 的 mRNA 和 和 蛋白 质 产物 的 定量 分 析 和 动力 学 
研究 。 有 的 实验 室 还 分 离 到 了 lex4 和 xrec4 的 结构 基因 和 调节 基因 突变 株 , 进行 
了 变异 区 段 DNA 的 核酸 序列 分 析 等 。 所 有 这 些 都 加 深 了 我 们 对 原核 生物 中 从 
DNA 结构 受 损 到 基因 突变 发 生 的 全 过 程 的 认识 ,明确 了 突变 是 一 个 非常 复杂 的 
细胞 反应 ,而 不 是 一 个 仅仅 由 外 界 某 种 因子 造成 的 被 动 过 程 。 


83.4 靶 型 致 突 和 非 靶 型 致 突 


哺乳 动物 细胞 中 有 没有 类 似 细 菌 SOS 系统 这 样 的 由 受 损 DNA 诱 导 的 细胞 反 
应 呢 ? 

近年 来 有 人 发 现 , 一 些 能 改变 哺乳 动物 细胞 中 DNA 的 结构 和 代谢 的 理化 因 
素 , 确实 会 诱导 整合 于 细胞 基因 组 的 原 病 毒 (provirus) 的 释放 和 增加 细胞 恶性 转 
化 的 能 力 。 特 别 值得 提出 的 是 当 细 胞 受到 这 类 理化 因素 处 理 时 , 会 促进 一 些 在 细 
胞 核 内 复制 的 受 损 DNA 病毒 的 复活 (enhanced reactivation, ER), 以 及 复活 的 子 毅 
病毒 的 基因 突变 率 增加 (enhanced mutagenesis, EM)。 人 们 把 ER 和 EM 现象 和 细菌 
中 的 SOS 系 统 连 起 来 考虑 , 认为 这 些 现象 的 本 质 是 理化 因素 造成 的 DNA 损 伤 诱 
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导 了 某 种 DNA 损 伤 的 易 误 修复 过 程 。 正 是 这 种 可 诱导 的 修复 反应 造成 了 ER 和 
EM 效应 ,并 据 此 假设 诱导 性 修复 是 诱 变性 理化 因素 致 突变 和 致癌 的 重要 基础 。 

早 在 1976 年 , 威 特 金 (E. Witkin) 就 提出 了 靶 型 致 突 (targeted mutagenesis ) 和 
非 靶 型 致 突 (untargeted mutagenesis) MEA. HWA ETE RAF DNA Sct ah 
位 的 基因 突变 过 程 , 非 靶 型 致 突 是 指 在 DNA 复制 和 大 段 修复 合成 中 , 发 生 于 模板 
完整 部 位 的 基因 突变 过 程 。 利 用 寄主 细胞 的 DNA 损 伤 修复 系统 ,来 增加 因 DNA 
受 损 而 失 活 的 病毒 的 复活 率 和 突变 率 , 是 非 靶 型 突变 的 典型 实例 。 我 们 可 以 利用 
体外 培养 的 哺乳 动物 细胞 和 DNA 受 损 部 位 已 知 的 病毒 组 成 一 个 实验 系统 , 研究 
各 种 理化 因素 导致 ER 和 EM 效应 的 能 力 , 达到 分 析 研 究 理化 因素 损伤 DNA 的 能 
力 和 诱导 细胞 内 DNA 损伤 修复 系统 的 修复 能 力 的 目的 。 

壁 如 , 科 内 利 斯 (J. Comelis) 等 先 用 紫外 线 处 理 体外 培养 的 人 肾 细胞 NB-E 
或 大 鼠 肝 细胞 RLSE, 然后 用 微小 病毒 H-1 (一 种 线 状 单 链 DNA 病 毒 ,其 基因 组 两 
端 有 反 向 回 文 序列 ) 的 一 种 温度 敏感 突变 株 感染 细胞 , 观察 到 了 非常 明显 的 ER 
效应 和 EM 效应 。 证 实 了 寄主 细胞 修复 系统 的 可 诱导 性 。 由 此 , 引出 了 关于 哺乳 
动物 细胞 中 DNA 损伤 诱导 性 修复 的 一 般 概念 : 诱 变 因 子 或 DNA 合 成 抑制 物 引 起 
DNA 损 伤 一 DNA 合 成 受 抑 一 细胞 内 “拯救 机 构 ” 受 激活 化 一 细胞 内 潜在 性 致死 
危险 被 排除 一 靶 型 致 突 和 非 靶 型 致 突 。 

1981 EF iE) (J. Rommelaere ) 等 证 实 , 用 紫外 线 处 理 细胞 本 身 ,或 者 在 细 
胞 内 引入 一 个 经 紫外 线 处 理 过 的 病毒 , 只 要 这 两 种 处 理 所 产生 的 胸腺 旷 啶 双 聚 
体 的 数目 相近 , 则 诱导 产生 的 EM 效应 也 相近 。 这 表明 DNA 损 伤 本 身 确实 有 可 
能 是 EM 效应 的 诱导 因素 。 此 后 不 入, 有 人 用 2- 硝 基 芋 酚 哮 喃 的 衍生 物 R7000 和 
R7160 处 理 细胞 得 到 了 用 紫外 线 处 理 相 类 似 的 结果 。 这 项 研究 表明 化 学 物质 造 
ALA DNA 结构 损伤 也 能 诱导 一 个 易 误 修复 过 程 。 

这 里 ,我 们 所 讨论 的 问题 的 实质 是 把 经 诱 变 剂 或 诱 变性 致癌 物 处 理 过 的 受 损 
DNA KB, 看 作 是 一 种 可 以 诱导 非 靶 型 致 突 过 程 的 “间接 诱 变 剂 ” 。 大 量 研 究 证 
明 在 低 剂量 处 理 时 , 直接 由 诱 变 剂 或 致癌 物 引起 的 靶 型 突变 很 少 , 有 时 几乎 接近 
零点 , 而 由 受 损 DNA 诱 导 的 非 靶 型 致 突 , 即 EM 效 应 , 却 成 了 突变 发 生 的 主要 途 
径 。 随 着 剂量 的 增加 , 直接 的 靶 型 致 突 作 用 才 变 得 重要 起 来 , 同时 也 伴 有 迅速 增 
加 的 致死 效应 。 

毫 无 疑问 , 突变 是 一 个 复杂 的 多 阶段 细胞 反应 , DNA 结构 的 改变 只 是 与 突变 
过 程 有 关 的 诸 因 素 中 的 一 个 因素 。 诱 变 过 程 的 最 终 效果 受制 于 多 种 性 质 各 异 的 
内 外 因素 , 其 中 由 受 损 的 DNA 片段 诱导 的 多 种 易 误 修复 很 可 能 起 了 非常 重要 的 
作用 。 

关于 哺乳 动物 细胞 中 DNA 损伤 的 诱导 性 修复 的 研究 , 给 我 们 最 大 的 启示 是 ， 
必须 重视 非 靶 型 致 突 的 生物 学 和 医学 意义 。 非 靶 型 致 突 包 括 了 三 个 相互 独立 而 
又 密切 联系 的 过 程 : OD DNA 损 伤 的 产生 ; O 易 误 修复 的 诱导 ; O 在 修复 过 程 中 
产生 可 遗传 的 DNA 结构 变异 , 即 基因 突变 。 受 损 DNA 在 整个 过 程 中 起 了 关键 性 
的 间接 诱 变 剂 作用 。 

在 遗传 毒 理 学 研究 中 , 往往 习惯 于 从 人 为 的 大 剂量 处 理 区 间 的 实验 数据 向 
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低 剂量 区 外 推 ,来 获得 借以 估算 和 评价 化 学 物质 遗传 毒物 致 突变 和 致癌 作用 的 大 
小 。 然 而 ,大 量 的 研究 和 分 析 表 明 ,在 大 剂量 处 理 时 ,主要 是 引起 细胞 致死 效应 和 
靶 型 突变 ,而 在 低 剂量 处 理 时 ,主要 诱发 细胞 的 非 靶 型 突变 。 两 者 有 着 质 的 区 别 ， 
外 推 是 缺乏 理论 依据 的 。 特 别 在 评价 以 慢性 低 剂量 接触 方式 产生 作用 的 环境 诱 
变化 合 物 和 职业 毒物 的 遗传 毒性 时 , 这 个 问题 更 应 该 引起 注意 。 随 着 对 致 突 过 程 
研究 的 层 层 深入 ,遗传 毒 理 学 的 研究 ,包括 理论 研究 和 检测 方法 的 研究 ,也 会 逐步 
深入 到 分 子 水 平 ,甚至 更 为 基本 的 物质 变化 层次 。 


83.5 ” 双 和 氢 叶 酸 还 原 酶 的 诱 变 研究 


从 细菌 到 哺乳 动物 细胞 内 都 有 双 氢 叶酸 还 原 酶 (dihydrofolate reductase, 
DHFR)。 处 于 生长 和 分 裂 旺盛 期 的 细胞 DHFR 的 含量 很 高 。 它 催化 7, 8- 双 氢 时 
酸 为 还 原 态 的 5, 6,7, 8- 四 氢 叶 酸 , 四 氧 叶酸 则 是 核 苷 酸 代谢 和 某 些 氨基 酸 代谢 
中 涉及 单个 碳 原 子 转移 的 生物 合成 反应 的 核心 化 合 物 。 研 究 DHFR 基因 功能 缺 
陷 突变 的 重要 性 可 以 归纳 为 下 面 四 点 。 

(1) DHFR 催化 的 生物 化 学 反应 会 提升 细胞 内 的 四 氢 叶 酸 (FH4) 的 丰 度 ,FH4 
则 是 许多 单 碳 转移 反应 的 必要 辅助 因子 。 

(2) DHFR 居 于 核酸 前 体 合成 的 关键 位 置 , 它 对 抗 癌 化 疗 药物 甲 氨 蝶 哈 
(methotrexate, MTX) 异常 敏感 , 因为 MTX 是 FH 的 结构 类 似 物 , 所 以 DHFR 成 了 
设计 癌症 化 疗 药物 的 “ 靶 酶 ”。 
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(3) 在 哺乳 动物 体 细胞 遗传 研究 中 DHFR 和 一 系列 的 营养 要 求 有 关 。 
DHFR 缺陷 突变 型 细胞 同时 是 三 种 涉及 核酸 和 和 蛋白质 合成 代谢 的 生长 因素 的 
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图 3-13 具有 ?*H-dUrd 
抗 性 的 四 种 酶 缺陷 突变 
TK: 胸 苷 激酶 ; 
TS: M $f H&A nk Be; 
SHMT: 丝氨酸 羟 甲 基 
转移 酶 ; DHFR: WA 
叶酸 还 原 酶 


图 3-14 ”大肠 杆 菌 的 DHFR 结 构 示 意 

(a) 图 中 红色 部 分 是 生物 演化 中 最 
为 保守 的 结构 ;(b)DHFR 的 二 级 结构 ， 
图 中 标示 了 BF-BG 环 、 作 为 辅酶 的 细胞 
色素 c 还 原 酶 NADPH IEH DHF 和 甲 


MAR Met20 的 位 置 
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dUrd ° 营养 缺陷 突变 型 : A AR ER 
ATP 4 BE AE ( Thy”), 甘氨酸 缺陷 突 

® E : 
TRO WN ave SREP 变 GIy) 和 次 黄 味 叭 缺陷 突变 
dUMP (Hyp ), 所 以 这 是 非常 有 科学 或 
IS@ 5,10 —CH,— FH, 医学 意义 的 研究 目标 。 图 3-13 
FH, SA NADPHHH 显示 的 不 仅 是 胸 苷 激酶 (TK )、 
dTMP DHFR © Gly 胸 苷 酸 合成 酶 (TS)、 丝 氨 酸 羟 





NADP" sHMT 四 “ 甲 基 转 移 酶 (SHMT) RIA 
酸 还 原 酶 (DHFR) 所 参与 的 代 
谢 途 径 , 还 可 以 看 出 编码 这 些 
酶 的 基因 发 生 突 变 时 , 细胞 会 
产生 对 放射 性 脱氧 尿 喀 啶 核 苷 (dUrd ) 的 抗 性 , 成 为 多 重 营养 缺陷 突变 的 遗传 
分 析 工 具 。 

(4) DHFR 是 一 种 分 子 量 较 低 的 酶 。 例 如 ,大肠 杆菌 的 DHFR 只 有 155 个 氨 
基 酸 ,因此 而 成 为 蛋白 质 结构 学 家 的 首选 研究 目标 (图 3-14)。 

但 是 ,要 在 野生 型 细胞 群体 中 选 出 双 氢 叶酸 还 原 酶 的 缺陷 型 细胞 是 非常 困难 
的 , 这 是 因为 dhfr 是 一 个 隐 性 突变 , 必须 当 两 个 等 位 基因 都 突变 为 dhfr” 时 才能 表 
现 突变 型 性 状 。 所 以 , 尽管 人 们 对 DHFR 非常 感 兴趣 , 却 很 久 以 来 一 直 没 有 找到 
有 效 的 分 离 dhfr 细胞 的 方法 。 


dTTP 


与 核酸 合成 代谢 相关 FH, 





3.5.1 细胞 水 平 的 诱 变 研究 

1980 年 美国 哥伦比亚 大 学 的 乌 尔 劳 布 (G. Urlaub) ASE (L. Chasin) 提出 了 
一 种 巧妙 的 实验 构思 , 使 DHFR 的 诱 变 研究 工作 取得 了 实质 性 突破 。 他 们 的 思路 
有 以 下 几 个 要 点 。 
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(1) 如 果 用 MTX 抑 制 相关 的 代谢 途径 , 哺乳 动物 细胞 就 会 濒 死 , 如 这 时 在 培 
养 基 中 补 加 甘氨酸 胸腺 喀 啶 和 次 黄 嗓 叭 则 可 救 活 细胞 (图 3-13)。 

(2) 在 培养 基 中 加 入 放射 性 同位 素 沁 标记 的 脱氧 尿 喀 啶 [ 互 ]-dUrd, 细胞 会 
利用 放射 性 标记 的 尿 喀 啶 来 合成 胸腺 喀 啶 核 苷 酸 , 而 当 细 胞 的 DNA 中 积累 一 定 
量 放射 性 胸腺 喀 喧 时 ,细胞 即 停止 生长 并 趋 于 死亡 。 

(3) 如 果 在 上 述 含 LH]-dUrd 的 培养 基 中 , 生长 的 是 DHFR 的 纯 合 突变 型 
dhfr /dhfr ,细胞 则 会 因 DHFR 酶 失 活 而 不 能 利用 [H]-dUrd, 它 的 DNA 中 也 就 不 
会 出 现 含 放 射 性 [HH ] 的 胸腺 喀 啶 。 这 时 只 要 在 培养 基 中 补 加 甘氨酸 、 胸 腺 喀 喧 
和 次 黄 味 叭 ,突变 型 细胞 即 可 生长 和 增殖 。 

(4) 可 不 可 以 从 野生 型 细胞 群体 中 选 出 DHFR 突 变 的 杂 合子 DHFR/dhfr 
呢 ? 乌 尔 劳 布 和 获 辛 设想 , 要 是 减少 抑制 DHFR 活 性 的 MTX 数 量 , 使 之 只 能 抑 
制 一 个 DHFR 基 因 编 码 的 酶 活性 ,这 样 野生 型 细胞 仍 有 部 分 DHFR 的 酶 活性 , 仍 
能 因 利用 [ 了 ]-dUrd 而 死亡 。 相 反 , 杂 合子 仅 有 的 DHFR 酶 活性 完全 受 抑 , 反 
而 会 在 补 加 了 甘氨酸 、 胸 腺 喀 啶 和 次 黄 味 叭 的 培养 基 中 生长 和 增殖 。 这 样 就 有 
可 能 选 出 杂 合子 。 三 种 基因 型 不 同 的 细胞 在 三 种 不 同 培养 基 上 的 生长 特性 如 
FR: 





不 生长 
D/d 不 生长 ER 生长 
d/d 生长 生长 生长 


生长 


这 样 的 战略 分 析 使 他 们 确定 了 如 图 3-15 所 示 的 选择 模型 , 并 分 两 步 选 
出 了 相当 数量 的 双 氢 叶酸 还 原 酶 的 缺陷 突变 细胞 ,开拓 了 DHFR 诱 变 研 究 的 
新 路 子 。 


野生 型 诱 变 1 、 选择 杂 合子 24h 
CHO-K1 | ———> #&i47 d 0.3umol/LT 
D/D EMS, “Co od 
0.15mol/L [HI-dUrd 


0. l 
Ipmol/L MTX west | EMS,” Co 









图 3-15 乌 尔 劳 布 和 蒙 辛 设计 并 实 设 


0.3nmol/L T 


0.15pmol/L PH]-dUrd 
不 加 MTX 
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0 50 100 150 
PH]-dUrd,nmol/L[26Ci/mol] 


鉴定 并 做 DHFR 酶 活力 测定 ) 


# “D/D > D/d > d/d” 选择 模型 
CHO-K1: 中 国 仓鼠 卵巢 细胞 株 ; 

EMS: 化 学 诱 变 剂 乙 基 甲烷 磺 酸 ; 

CCo: 放射 性 元 素 钻 ; T: 胸腺 喀 啶 ; 


Gist Thy Gly". Hyp 三 重 突变 [°H ]-dUrd: ?5H 标 记 的 脱氧 尿 喀 了 啶 ; 


MTX: FAN; Ci/mol: 旧 放 射 性 强 
度 单位 ,1Ci=37 GBq 
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A316 KAHR 
原 酶 的 立体 结构 示意 
(H Á J. E. Villafranca) 


3.5.2 ”分 子 水 平 的 直接 诱 变 

分 子 遗 传 学 的 理论 研究 和 DNA 重组 技术 的 发 展 , 使 得 DNA 分 子 上 的 直接 定 
点 诱 变 成 了 研究 蛋白 质 结 构 与 功能 关系 的 有 力 工 具 。 双 氢 叶 酸 还 原 酶 是 一 个 分 
子 量 低 、 三 级 结构 已 经 搞 清楚 的 重要 酶 蛋白 。DHFR 基因 也 已 被 分 离 和 克隆 , 并 
测定 了 整个 基因 的 核 苷 酸 序列 。 

DHFR A EI, 中环 和 下 环 三 个 活化 中 心 环 ( 图 3-16)。 美 国 加 州 大 学 克 
劳 特 (J. Kraut) 研究 小 组 在 三 个 活化 环 中 各 选择 了 一 个 直接 诱 变 点 。 

把 下 环 的 第 27 位 天 冬 氨 酸 诱 变 为 天 冬 酰胺 , 即 去 除了 一 个 与 酶 的 活化 态 的 
稳定 有 关 的 质子 , 代 之 以 氨基 ,以 观察 质子 转移 能 力 和 酶 功能 的 关系 。 

把 上 环 的 第 39 位 且 氨 酸 诱 变 为 半 胱 氨 酸 , EBT SA HY SSE TE AE AS HT BE 
和 相对 的 第 85 位 半 胱 氨 酸 形成 二 硫 键 , 以 观察 在 还 原 态 和 氧化 态 时 酶 功能 的 

把 中 环 的 第 95 位 甘氨酸 诱 变 为 丙 氨 酸 , 使 原先 的 第 95 位 和 第 96 位 连续 两 个 
甘氨酸 形成 的 易 弯 曲 段 , 变 为 新 的 丙 氨 酸 -甘氨酸 结构 ,以 观察 构 型 改变 对 酶 活性 
的 影响 。 

直接 定点 诱 变 的 具体 步骤 如 下 (图 3-17)。 

(1) 从 克隆 了 野生 型 DHFR 基因 的 质粒 pCV79 切 取 含 有 该 基因 的 限制 性 酶 
WA Be, BAF ARE DNA ELA M13mp8. 

(2) EREA AA m BY) AE Fe ih EP CY SEK, 如 将 第 27 位 密码 子 
GAT (X GAC) ZIRA AAT (BK AAC). 









第 95 位 氨基 酸 由 
X 甘氨酸 突变 为 丙 氨 酸 
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55° 55C5mn 5 min or 
”冷却 至 宝 温 。 


各 种 dNTP DNAS EKS 


T4 连 接 栈 
| HEREJE 
根据 放射 性 
强度 富 集 
cc-DNA 
层 析 柱 顶部 
| cc-DNA 
被 转化 细胞 一 ~ 
‘eterno 
| mi EEE 图 3-17 直接 定点 诱 
筛选 突变 型 变 实验 示意 


(3) 将 整合 了 DHFR 基 因 片 段 的 M13mp8 和 特定 的 寡 核 苷 酸 混合 ,在 55%C 
孵育 5 min, 再 冷却 退火 到 室温 , 使 塞 核 车 酸 和 质粒 上 同 源 DNA 片段 形成 互补 双 
链 片 段 。 

(4) 加 入 大 肠 杆菌 的 DNA 多 聚 酶 的 大 片段 Kienow 和 哈 菌 体 T4 的 DNA 连 
接 酶 , UREA = BERK AR (dNTP), Xf Klenow H RAW HEH RA SIF, 
以 质粒 DNA 为 样板 复制 出 新 的 DNA。 最 后 , 部 分 完成 复制 的 DNA 经 连接 酶 
EH, 又 形成 共 价 闭合 的 环 状 DNA 分 子 (closed-circular double-stranded DNA, 
cc-DNA)。 再 用 碱 性 蔗糖 梯度 离心 去 除 未 环 化 的 半成品 , 得 到 纯化 并 浓缩 的 cc- 
DNA。 

(5) 用 分 离 到 的 cc-DNA 转 染 敏感 菌 JM103 , 挑 出 噬 菌 斑 。 随 后 用 点 斑 印 迹 
杂交 法 ( dot-blot hybridization ) 选 出 符合 诱 变 要 求 的 突变 型 噬菌体 DNA。 

(6) 用 限制 性 核酸 内 切 酶 谱 法 或 核 苷 酸 序 列 测定 法 , 确定 DEFR 基 因 的 特 
定位 点 是 否 按 实验 要 求 发 生 了 定向 变异 。 一 般 来 讲 , 直接 定点 诱 变 的 效率 为 
5%~30%, 这 是 一 般 方法 所 不 可 比拟 的 高 效率 。 

最 后 是 对 比 野生 型 基因 编码 的 DHFR 酶 和 直接 定点 诱 变 基因 编码 的 突变 型 
蛋白 在 理化 性 质 和 生理 功能 上 的 异同 。 分 析 结 果 如 下 。 

第 27 位 天 冬 酰胺 突变 型 蛋白 和 正常 的 DHFR 酶 (第 27 位 天 冬 氨 酸 ) 相 比 , 等 
电 点 从 4.5 变 为 4.8, 电泳 速度 变 慢 , 和 甲 氨 蝶 叭 的 结合 力 相 似 ,但 是 酶 活力 只 及 时 
生 型 酶 的 10”, 即 从 野生 型 的 每 毫克 蛋白 50 U 降 为 每 毫克 蛋白 0.05 U。 表 明 第 27 
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图 3-18 ”常见 DNA 损 
伤 的 示意 


位 氨基 酸 因 由 天 冬 氨 酸 变 为 天 冬 酰胺 而 失去 了 一 个 和 酶 的 活化 稳定 态 有 关 的 可 
转移 质子 , 导致 酶 活力 急骤 下 降 。 然 而 仅 剩 的 10” 酶 活力 又 表明 第 27 位 天 冬 氮 
酸 虽 非常 重要 ,但 除 此 之 外 ,可 能 还 存在 与 稳定 态 有 关 的 结构 因素 。 

第 39 位 半 胱 氨 酸 突变 型 蛋白 比 正常 的 酶 多 一 个 琉 基 , 使 它 电泳 速度 变 慢 , 但 
在 还 原 态 时 两 者 的 酶 活力 是 相等 的 。 然 而 , 在 氧化 态 时 第 39 位 半 胱 氨 酸 会 和 第 
85 位 的 半 胱 氨 酸 形成 二 硫 键 , 导致 酶 活力 下 降 。 表 明 二 硫 键 改 变 了 功能 态 的 酶 
结构 。 

第 95 位 丙 氨 酸 突变 型 蛋白 电泳 速度 比 野生 型 酶 显著 减 慢 , 酶 活性 全 部 丧失 ， 
表明 野生 型 酶 的 一 级 结构 中 第 95 位 和 第 96 位 连续 排列 的 两 个 甘氨酸 所 形成 的 最 
易 折 等 的 串联 氨基 酸 结构 的 破坏 会 完全 改变 酶 的 构 型 ,导致 酶 功能 的 丧失 。 

从 DHFR 基 因 直 接 定 点 诱 变 研究 这 个 实例 , 可 以 清楚 地 看 到 这 种 方法 已 经 成 为 
研究 蛋白 质 的 结构 和 功能 相关 性 的 有 力 工 具 。 诱 变 历来 是 遗传 分 析 的 主要 手段 , 现 
在 也 渐渐 成 为 生物 化 学 和 医学 研究 的 有 效 实验 手段 。 在 后 面 几 章 中 将 讨论 突变 在 研 
究 基因 功能 的 表达 遗传 性 疾病 .免疫 缺陷 症 \ 心 血管 疾患 和 癌症 中 的 关键 性 作用 。 

最 近 几 十 年 来 , 遗传 学 家 已 不 再 仅仅 满足 于 在 不 同 层次 上 研究 突变 的 后 果 ， 
即 从 DNA 和 蛋白质 的 结构 变异 和 功能 缺陷 延伸 到 人 遗传 性 疾病 的 诊断 , 而 开始 
去 探索 从 DNA 受 损 到 突变 产生 这 一 整套 细胞 反应 的 调控 机 制 。 环 境 诱 变 剂 只 是 
造成 DNA 分 子 的 某 种 损伤 (图 3-18), 如 甲 基 化 、 喀 啶 双 聚 体 、 无 味 叭 位 点 或 无 喀 
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WEA. RA HR MACHR , 重要 的 是 这 些 损伤 究竟 是 通过 一 系列 什么 样 的 分 子 机 制 
和 细胞 代谢 过 程 演变 为 基因 突变 和 染色 体 畸 变 的 呢 ? 这 些 分 子 和 细胞 水 平 的 反 
应 是 怎样 进行 的 ? 又 是 怎样 受到 不 同 层次 的 多 重 调节 与 控制 的 ?每 一 个 问题 的 
研究 都 会 面临 科学 与 技术 的 严峻 挑战 。 

所 幸 的 是 , DNA 重 组 和 相应 的 活 细胞 分 析 等 技术 的 广泛 应 用 ,使 人 们 有 可 能 
把 某 些 控制 和 调节 损伤 修复 和 突变 发 生 的 基因 分 离 和 克隆 出 来 ,并 由 此 打开 研究 
这 些 基因 的 结构 、 功 能 表达 和 遗传 调控 的 路 子 。 归 根 结 底 , 深入 研究 这 些 基 因 及 
其 产物 与 基因 组 、 和 蛋白质 组 转录 组 和 细胞 代谢 组 之 间 错 综 复杂 的 相互 作用 , 才 有 
可 能 最 终 阐 明 突变 的 全 部 过 程 。 


mes 参考 文献 oe 


[ 1 ] Chambers R W. Site-specific mutagenesis: a new approach for studying the 
molecular mechanisms of mutation by carcinogens.//Lemontt F, Generoso W 
M. Molecular and cellular mechanisms of mutagenesis. New York: Plenum 
Press, 1982: 121-145. 
Davidl S S, O’Shea V L, Kundu S. Base-excision repair of oxidative DNA 
damage. Nature, 2007, 447: 941-950. 
[ 3 ] Demple B, Halbrook J. Inducible repair of oxidative DNA damage in 
Escherichia coli. Nature, 1983, 304: 466-468. 

4 | Friedberg E C. DNA repair. New York: Freeman, 1985. 
[ 5 | Friedberg E C. DNA damage and repair. Nature, 2003, 421: 436-440. 
Felczak M M, Kaguni J M. The rcbA gene product reduces spontaneous and 
induced chromosome breaks in Escherichia coli. J Bacteriol, 2012, 194: 2152- 
2164. 
[ 7 ] Ivanéié-Baée I, Vlašić I, Salaj-Smic E, et al. Genetic evidence for the 


{ 3 





L 


requirement of RecA loading activity in SOS induction after UV irradiation in 
Escherichia coli. J Bacteriol, 2006, 188: 5024-5032. 

[ 8 ] Kenyon C J. The bacterial response to DNA damage. Trends in Biochemical 
Sciences, 1983, 8: 84-87. 

[ 9 ] Khan S R, Kuzminov A. Replication forks stalled at ultraviolet lesions are 
rescued via RecA and RuvABC protein-catalyzed disintegration in Escherichia 
coli. J Biol Chem, 2012, 287: 6250—6265. 

[10] Kimball R F. The development of ideas about the effect of DNA repair on the 
induction of gene mutations and chromosomal aberration by radiation and by 
chemicals. Mutation Res, 1987, 186: 1-34. 

[11 ] Little J W, Mourit D W. The SOS regulatory system of Escherichia coli. Cell, 
1982, 29: 11-22. 


118 | BA: 探究 .思辩 与 创新 


[12] 


[13 ] 


[14] 


[15] 


[ 16 ] 


[17] 


[18] 


[19] 


[20] 


[21] 


[22 


| 


[23 ] 


[24] 





[ 25 ] 


Ozgenc A I, Szekeres E S, Lawrence C W. In vivo evidence for a recA-independent 
recombination process in Escherichia coli that permits completion of replication of 
DNA containing UV damage in both strands. J Bacteriol, 2005, 187: 1974-1984. 
Salem A M H, Nakano T, Takuwa M, et al. Molecular mechanisms of 
mammalian DNA repair and the DNA damage checkpoints. Ann Rev 
Biochemistry Vol, 2004, 73: 39-85. 

Sancar A, Lindsey-Boltz L A, Lindsey-Boltz K, et al. Molecular mechanisms 
of mammalian DNA repair and the DNA damage checkpoints. Ann Rev 
Biochemistry, 2004, 73: 39-85. 

Sargentini N J, Smith K C. Spontaneous mutagenesis: The roles of DNA repair, 
replication, and recombination. Mutation Research, 1985, 154: 1-27. 
Serment-Guerrero J, Brefia-Valle M, Espinosa-Aguirrel J J. In vivo role of 
Escherichia coli single-strand exonucleases in SOS induction by gamma 
radiation. Mutagenesis, 2008, 23: 317-323. 

Stojic L, Brun R, Jiricny J. Mismatch repair and DNA damage signalling. DNA 
Repair, 2004, 3 (8-9): 1091-1101. 

Thacker J. The use of recombinant DNA techniques to study radiation-induced 
damage, repair and genetic changes in mammalian cells. Int J Radiat Biol, 
1986, 50: 1-30. 

Urlaub G, Chasin L A. Isolation of Chinese hamster cell mutants deficient in 
dihydrofolate reductase activity. Proc Natl Acad Sci USA, 1980, 77: 4216- 
4220. 

Villafranca J F, et al. Directed mutagenesis of dihydrofolate reductase. 
Science, 1983, 222: 782-788. 

Vlašić I, Simatovié A, Bréi¢-Kosti¢é K. Genetic requirements for high 
constitutive SOS expression in recA730 mutants of Escherichia coli. J 
Bacteriol, 2011, 193: 4643-4651. 

von Borstel R C. On the origin of spontaneous mutations. Japan J Genetics, 
1969, 44 (Suppl. 1): 102-105. 

Walker G C, Marsh L, Dodson L A. Genetic analysis of DNA repair: Inferences 
and extrapolations. Ann Rev Genet, 1985, 19: 103-126. 

Witkin E M. Ultraviolet mutagenesis and inducible DNA repair in Escherichia 
coli. Bacteriol Rev, 1976, 40: 869-907. 

Yamada M, Nohmi T, Idel H. Genetic analysis of repair and damage tolerance 
mechanisms for DNA-protein cross-links in Escherichia coli. J Bacteriol, 2009, 
191: 5657-5668. 


第 4 章 ”基因 功能 表达 的 调控 


雅 各 布 和 莫 诺 在 提出 关于 基因 表达 调控 的 操纵 子 理论 的 文章 中 说 :“ 基 因 组 
不 仅 包含 了 一 整套 的 蓝图 , 它 还 是 一 个 协调 蛋白 质 合成 的 计划 和 控制 其 执行 的 
程序 。” 

我 们 可 以 把 生物 体 的 表 型 看 作 是 细胞 或 机 体 正在 进行 的 全 部 生理 学 过 程 的 
总 和 。 遗 传 型 或 基因 型 则 可 以 看 作 是 细胞 或 机 体 的 全 部 生理 学 潜能 , 而 不 论 此 时 
此 刻 某 一 特定 的 生理 学 过 程 是 否 正 在 进行 。 一 个 细胞 的 表 型 和 基因 型 的 区 别 就 
在 于 细胞 对 这 些 生 理学 功能 表达 的 调节 和 控制 。 

从 某 种 意义 上 讲 , 调控 是 一 个 节能 过 程 。 因 为 合成 任何 一 种 生命 大 分 子 , 都 
需要 以 ATP 或 GTP 形 式 提供 的 能 量 和 相应 的 前 体 , 要 是 合成 细胞 生命 活动 不 必 
要 的 蛋白 质 或 别 的 大 分 子 , 这 种 细胞 必定 会 在 营养 和 空间 的 竞争 中 被 淘汰 。 例 
如 ,一 个 大 肠 杆菌 的 细胞 大 约 含 10 个 蛋白 质 分子 , 而 它 的 基因 组 可 以 编码 的 多 肽 
数目 约 为 4 000 种 ,如 果 所 有 的 结构 基因 都 以 相等 的 速率 来 合成 蛋白 质 , 则 每 种 多 
肽 的 数量 应 大 致 相等 , 约 2 500 个 拷贝 。 但 是 详细 的 生化 定量 分 析 表 明 ,在 大 肠 杆 
菌 细胞 中 有 的 多 肽 只 有 10 个 拷贝 , 而 有 的 多 达 10 万 ~50 万 个 拷贝 , 这 充分 说 明 结 
构 基 因 并 不 是 等 速 表达 的 。 这 种 基因 表达 的 时 间 、 空 间 和 程度 的 差异 才 是 生命 活 
动 的 根本 特征 。 本 书 第 1 章 第 5 节 讨 论 操 纵 子 学 说 时 , 我 们 归纳 了 下 述 基本 思想 
和 科学 概念 。 

(1) 基因 表达 调控 的 实质 是 遗传 结构 对 于 特定 的 蛋白 质 结构 信息 由 DNA 向 
蛋白 质 传递 的 速率 的 调节 和 控制 ,这 种 调节 与 控制 是 不 取决 于 结构 信息 本 身 的 。 

(2) 基因 表达 的 调控 属于 DNA 上 的 结构 信息 向 RNA 传 递 速率 的 控制 , 这 是 
遗传 水 平 的 调控 ,而 不 是 细胞 水 平 的 调控 。 

(3) 操纵 子 学 说 是 用 一 系列 新 的 科学 概念 来 表述 的 , 主要 是 结构 基因 、 调 节 
基因 .操纵 基因 操纵 子 和 阻 遏 物 等 。 结 构 基因 决定 蛋白 质 的 一 级 结构 ,调节 基因 
编码 阻 遇 蛋白 , 阻 遇 蛋白 通过 与 操纵 基因 的 结合 而 控制 结构 基因 的 信息 由 DNA 
向 蛋白 质 传递 的 速率 , 操纵 基因 和 受 它 控制 的 结构 基因 簇 (由 功能 相关 、 表 达 同 
步 的 若干 个 结构 基因 组 成 ) 合 称 为 操纵 子 。 

本 章 进一步 展开 基因 表达 调控 这 个 问题 。 
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图 4-1 大 上 肠 杆菌 在 葡 
萄 糖 和 乳糖 同时 存在 的 
培养 基 上 的 生长 曲线 


8$ 4.1 乳糖 操纵 子 再 分 析 一 一 “葡萄糖 效 应 ”的 本 质 


雅 各 布 和 莫 诺 的 操纵 子 理论 , 是 在 研究 大 肠 杆 菌 乳 糖 发 酵 的 诱导 本 质 的 基 
础 上 提出 来 的 。1967 年 , 哈佛 大 学 的 吉尔 伯 特 和 米 勒 希 尔 利用 阻 过 蛋白 超 表达 
突变 型 细菌 分 离 到 了 阻 遏 蛋白 ,并 进而 分 离 出 阻 遏 蛋白 的 目标 序列 , 即 操纵 基因 。 
核 苷 酸 序列 分 析 表 明 , 操纵 基因 包括 28 个 碱 基 对 , 其 中 有 一 段 回 文 序列 , 从 而 在 
分 子 水 平 上 为 操纵 子 学 说 提供 了 有 力 的 证 据 。 但 是 , 人 们 认识 自然 现象 的 过 程 是 
永远 不 会 完结 的 ,对 操纵 子 的 认识 也 在 不 断 深化 。 

我 们 知道 , 当 大 肠 杆菌 生长 在 以 乳糖 为 唯一 碳 源 和 能 源 的 培养 基 上 时 , 乳糖 
操纵 子 被 诱导 而 表达 。 要 是 在 培养 基 中 同时 加 入 葡萄 糖 和 乳糖 , 则 乳糖 操纵 子 并 
不 表达 。 这 是 为 什么 ? 难道 乳糖 不 起 诱导 物 的 作用 了 吗 ? 

事实 上 莫 诺 的 实验 正 是 从 这 个 现象 开始 的 。 当 莫 诺 还 是 研究 生 时 就 做 了 一 个 
实验 。 他 让 大 肠 杆 菌 生 长 于 同时 含有 葡萄 糖 和 乳糖 的 培养 基 上 , 细菌 很 快 出 现 了 一 
个 对 数 生长 期 , 其 分 裂 世代 周期 为 50 min, 这 是 细菌 在 以 葡萄 糖 为 能 源 和 碳 源 时 的 
特征 性 世代 周期 。 随 后 ,细菌 进入 一 个 生长 停滞 期 ,时 间 为 20 min 左 右 。 接 着 ,细菌 
又 进入 第 二 个 对 数 生 长 期 , 世代 周期 为 80 min, 这 是 以 乳糖 为 能 源 和 碳 源 时 的 特征 
性 世代 周期 (图 4-1)。 酶 活性 测定 也 证 实 B 半 乳糖 苷 酶 的 活性 只 在 细菌 的 第 二 个 生 
长 期 才 出 现 。 莫 诺 对 这 个 实验 的 解释 是 : 在 两 种 糖 并 存 的 培养 基 中 , 细菌 先 发 酵 葡 
萄 糖 而 不 顾 乳 糖 的 存在 。 生 长 停滞 期 表明 培养 基 中 的 葡萄 糖 已 耗 尽 。 而 只 有 当 葡 
萄 糖 完 全 耗 尽 时 , 乳糖 才能 作为 诱导 物 来 诱导 与 乳糖 发 酵 相 关 的 酶 的 合成 , 细菌 才 
能 吸收 水解 和 利用 乳糖 。 莫 诺 把 这 种 现象 称 为 “葡萄 糖 效应 ” 。 在 整个 20 世 纪 50 
年 代 , 莫 诺 和 他 的 同事 集中 力量 研究 在 不 含 葡萄 糖 的 乳糖 培养 基 上 B 半 乳糖 昔 酶 的 
诱导 问题 。 一 旦 操纵 子 学 说 提出 之 后 , 莫 诺 就 必须 回 过 头 来 重新 考虑 葡萄 糖 效应 。 

是 不 是 葡萄 糖 直接 抑制 了 乳糖 对 B 半 乳糖 苷 酶 的 诱导 呢 ? 

曾经 分 离 到 大 肠 杆菌 的 一 种 双重 突变 型 , 它 的 一 个 突变 是 磷酸 葡萄 糖 异 构 酶 
缺陷 突变 (pqi), 另 一 个 是 6- 磷酸 葡萄 糖 脱 氧 酶 缺陷 突变 (zw 力 。 这 种 双重 缺陷 突 
变型 细胞 不 能 把 6- 磷 酸 葡 萄 糖 转 变 为 糖 酵 解 途径 中 的 下 一 个 中 间 代 谢 物 , 所 以 
它 既 不 能 直接 利用 葡萄 糖 ,也 不 能 利用 水 解 产物 是 葡萄 糖 和 半 乳 糖 的 乳糖 作为 碳 

源 和 能 源 。 可 是 这 种 双重 突变 菌 却 能 
利用 甘油 作 能 源 和 碳 源 来 进行 并 完成 
糖 酵 解 的 后 半 段 的 代谢 途径 。 利 用 这 
种 双重 突变 菌 为 实验 材料 作 研 究 所 得 
到 的 一 个 重要 发 现 是 , 无论 有 还 是 没 
有 葡萄 糖 的 存在 , 异 丙 基 硫 代 半 乳糖 

- 苷 (PTG) 都 能 诱导 细菌 合成 B 半 乳糖 
苷 酶 。 这 就 清楚 地 表明 在 野生 型 细胞 
的 葡萄 糖 效应 中 , 抑制 诱导 物 起 诱导 

0 3 4 A g 作用 的 并 不 是 葡萄 糖 本 身 , 而 是 葡萄 
时 间 (h) 糖 在 糖 酵 解 中 的 某 种 代谢 降解 物 。 因 
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而 葡萄 糖 效 应 的 实质 是 降解 物 阻 过 。 

造成 降解 物 阻 遏 的 降解 物 是 什么 还 不 清楚 。 但 已 经 发 现 降解 物 阻 遏 是 以 环 
BEREA EMH IBER (CAMP) 是 1957 年 由 萨 瑟 兰 (E. Sutherland) 发 现 的 
代谢 次 级 信使 。 它 由 ATP 经 腺 苷 酸 环 化 酶 作用 而 生成 ,能 参与 真 核 多 细胞 生物 代 
谢 的 激素 调节 反应 。1965 年 , 萨 瑟 兰 发 现 cAMP 还 参与 和 激素 调节 无 关 的 一 些 生 
化 反应 。 他 特别 注意 到 了 当 培 养 基 中 的 碳 源 耗 尽 时 , 即 大 肠 杆菌 细胞 处 于 饥饿 状 
态 时 , 细胞 内 的 cAMP 含 量 非常 高 , 而 当 细菌 生长 于 含 葡 萄 糖 培养 基 时 , cAMP K 
度 非常 低 。 尽 管 能 量 代谢 的 水 平 怎 样 影响 细胞 内 cAMP 浓 度 还 有 待 阐明 ,但 至 少 
可 提出 两 种 可 能 的 研究 工作 假设 。 

(1) 糖 酵 解 过 程 中 , 某 种 在 6- 磷酸 葡萄 糖 之 后 形成 的 中 间 代 谢 物 , 能 抑制 腺 
苷 酸 环 化 酶 的 活性 ,从 而 降低 了 由 ATP 转 化 为 cAMP 的 速率 。 

(2) 这 种 降解 物 刺 激 了 磷酸 二 酯 酶 水 解 活性 ,使 细胞 内 的 cAMP 因 水 解 而 减少 。 

帕 斯 坦 (I Pastan ) 和 珀 欧 曼 (R. Perlam) 受 萨 瑟 兰 的 工作 启发 ,提出 了 cAMP 
是 去 除 降解 物 阻 遏 的 直接 间 介 物 。 也 就 是 说 , CAMP 的 存在 是 解除 降解 阻 遏 物 
阻 歇 对 乳糖 操纵 子 诱导 的 必要 条 件 , 或 者 讲 , 葡萄 糖 降解 产物 是 通过 降低 细胞 内 
cAMP 的 水 平 而 抑制 乳糖 醉 解 有 关 酶 的 合成 的 。 为 了 证 实 上 述 假 设 , 他 们 做 了 几 
个 重要 的 实验 。 他 们 在 迅速 生长 的 细菌 培养 物 中 加 入 cAMP, 即 能 解除 降解 物 阻 
遏 现 象 并 诱导 包括 乳糖 操纵 子 在 内 的 几 种 诱导 酶 系统 ,但 细菌 生长 速度 会 变 慢 。 
接着 , 他 们 用 腺 苷 酸 环 化 酶 缺陷 突变 型 细菌 来 研究 诱导 现象 。 因 为 突变 菌 不 能 将 
ATP 环 化 为 cAMP, 细胞 应 处 于 永久 的 降解 物 阻 遏 状态 , 这 样 的 细胞 是 不 能 发 酵 
半 乳 糖 、 麦 芽 糖 和 阿拉 伯 糖 的 。 腺 苷 酸 环 化 酶 缺陷 突变 型 实际 上 也 是 一 种 广 谱 的 
糖 酵 解 突变 型 , 它 在 含有 两 种 或 两 种 以 上 糖 的 伊 红 亚 甲 蓝 培养 基 上 形成 的 克隆 是 
白色 的 。 与 此 相反 , 单 种 糖 酵 解 缺陷 突变 (如 Zac , Ara 等 ) 能 在 含 多 种 糖 的 伊 红 
亚 甲 蓝 培养 基 上 形成 和 野生 型 细菌 一 样 的 红色 菌落 , 因为 任何 一 种 单一 种 类 的 糖 
酵 解 突变 型 细菌 至 少 能 利用 培养 基 中 的 另 一 种 糖 。 帕 斯 坦 和 珀 欧 曼 分 离 到 了 一 
些 广 谱 糖 酵 解 突变 型 细菌 , 生化 分 析 证 实 其 中 有 半数 没有 腺 苷 酸 环 化 酶 活性 , 所 
以 也 就 没有 cAMP。 他 们 把 因 腺 背 酸 环 化 酶 缺陷 突变 而 造成 cAMP 缺乏 的 广 谱 糖 
酵 解 突变 型 称 为 第 一 类 广 谱 糖 酵 解 突变 型 细菌 。 

那么 , 另 一 半 广 谱 糖 酵 解 突变 型 细菌 又 会 是 什么 样 的 突变 型 呢 ? 或 者 说 ,第 
二 类 广 谱 糖 酵 解 突变 型 细菌 的 缺陷 在 哪里 呢 ? 这 一 类 细胞 的 腺 苷 酸 环 化 酶 是 正 
常 的 ,它们 的 细胞 内 是 含有 cAMP 的 。 于 是 帕 斯 坦 和 珀 欧 曼 又 提出 了 一 个 新 的 假 
定 , 这 部 分 广 谱 糖 酵 解 突变 型 细胞 缺乏 一 种 特殊 的 蛋白 质 , 这 种 蛋白 质 和 cAMP 
一 样 , 也 是 诱导 有 关 的 糖 发 酵 酶 时 必 不 可 少 的 间 介 物 或 参与 者 。 野 生 型 细胞 和 
突变 型 细胞 的 比较 生化 研究 证 实 了 这 个 假设 。 他 们 在 野生 型 细胞 抽 提 液 中 发 现 
了 一 种 与 cAMP 结 合 在 一 起 的 和 蛋白质 , 称 为 降解 物 激活 蛋白 (catabolite activator 
protein,CAP)。 而 在 第 二 类 广 谱 糖 酵 突 变型 细胞 中 没有 CAP ,他 们 把 CAP 的 缺失 
归 之 于 突变 基因 crp, 并 用 实验 证 明了 cAMP 和 CAP 对 糖 酵 解 酶 的 诱导 作用 是 通 
过 对 有 关 操 纵 子 mRNA 转录 的 调控 来 实现 的 。 

吉尔 伯 特 和 米 勒 希 尔 首次 分 离 到 Lac 7 的 产物 阻 过 蛋白 后 不 久 ,就 设计 了 一 个 
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有 可 能 证 实 阻 遇 物 作用 的 体外 实验 。 他 们 用 转 导 鸣 菌 体 MXLac 的 DNA、RNA 聚 合 
酶 和 4 种 三 磷酸 核 苷 酸 ATP .GTP、CTP 和 UTP( 合 称 为 NTP) 组 成 一 个 反应 系统 ， 
他 们 预期 向 这 个 系统 加 入 阻 遏 物 , 将 会 降低 RNA 聚 合 酶 以 乳糖 操纵 子 的 结构 基 
因为 样板 来 转录 信使 RNA 的 速率 , 还 预期 在 系统 中 加 入 异 两 基 硫 代 半 乳 糖苷 , 则 
会 使 mRNA 合成 速率 得 以 恢复 。 可 是 实验 结果 使 吉尔 伯 特 和 米 勒 希 尔 大 失 所 望 ， 
无 论 他 们 加 入 阻 遏 物 还 是 诱导 物 都 影响 不 了 那 本 来 就 少 得 可 怜 的 一 点 点 转录 。 
这 个 实验 失败 的 原因 是 由 帕 斯 坦 帮 他 们 找到 的 。 帕 斯 坦 在 这 个 反应 系统 中 加 入 
CAP 和 cAMP, 结果 乳糖 操纵 子 的 mRNA 的 转录 大 大 增强 了 。 他 还 证 明 只 有 当 
CAP 和 cAMP 同时 存在 的 情况 下 , 阻 过 物 和 诱导 物 才 能 表现 出 阻 遇 和 诱导 的 作用 。 

对 转录 产物 mRNA 的 核 苷 酸 序列 分 析 表 明 , 其 5' 端 的 序列 和 DNA 样 板 中 
ZacO 的 序列 相同 ,证 实 转录 的 起 始点 位 于 ZacO 区 段 内 (而 不 是 从 结构 基因 ZucZ 
的 起 始 密码 才 开始 转录 , 起 始 密码 只 是 翻译 的 起 点 )。 实 验 还 表明 这 段 mRNA 还 
能 和 阻 遏 蛋 白 结 合 。 由 此 可 以 设想 , 阻 遏 蛋白 和 操纵 基因 ZacO 结 合 时 ,实际 上 也 
覆盖 了 非常 重要 的 转录 起 始点 ,从 而 阻 断 了 转录 过 程 。 

利用 CAP-cAMP 复合 物 对 其 结合 区 段 的 保护 作用 ,用 DNA 酶 处 理 已 和 上 述 
复合 物 结 合 的 MLacDNA, 获得 了 一 段 受 复 合 物 保护 而 未 被 DNA 酶 消化 的 DNA 
片段 。 核 苷 酸 序列 分 析 表 明 CAP-cAMP 复合 物 结合 区 段 是 一 个 回 文 序列 : 


5' GIGAGTT -AGCTCAC 3' 
3' CACTCAA-TCGAGTG 5' 





这 和 LacO 序 列 是 完全 不 同 的 ,LacO 的 序列 及 回 文 区 段 为 : 


5' TGGAATTGTGAGCGGATAACAATT 3’ 
3' ACCTTAACACTCGCCTATTGTTAA 5' 


不 久 , 又 分 离 到 了 CAP-cAMP 复 合 物 结合 区 的 两 个 影响 转录 速率 的 突变 型 Z8 和 
729。 这 两 个 突变 明显 地 降低 了 转录 酶 和 促进 子 (ZacP) 区 段 的 结合 能 力 , 进而 降 
低 了 转录 速率 , 称 为 低 表 达 突 变型 (down mutant)。L8 和 L29 这 两 个 突变 是 同时 
属于 CAP-cAMP 复合 物 结合 段 和 促进 子 的 , 表明 复合 物 结合 段 是 位 于 促进 子 内 
的 一 段 有 特殊 功能 的 区 段 ,以 后 的 核 背 酸 序列 分 析 也 证 实 了 这 一 点 。 

图 4-2 还 表明 和 CAP-cAMP 复 合 物 结合 位 点 邻接 的 是 RNA 聚 合 酶 结合 位 
点 ,该 区 段 也 曾 分 离 到 影响 转录 速率 的 突变 型 ,如 Pa 和 QT5 是 增加 转录 速率 的 
高 表达 突变 型 (up mutant), 

把 有 关 乳 糖 操纵 子 调控 的 知识 综合 起 来 ,我 们 可 以 对 它 的 结构 与 功能 做 一 个 
小 结 。 介 于 调节 基因 ZLac 7 最 后 一 个 密码 子 , 和 结构 基因 LacZ 第 一 个 密码 子 之 间 
的 共有 122 个 碱 基 对 。 前 面 (5' 端 ) 的 84 个 碱 基 对 是 促进 子 LacP, 它 包 括 两 个 结 
构 上 能 互相 区 分 的 功能 区 : 一 是 紧 接 Lac 1 基因 的 CAP-cAMP 复 合 物 结合 区 , 二 
是 RNA 聚 合 酶 的 结合 区 。LacP 的 3' 端 和 LacO 的 5' 端 有 长 度 为 3 个 碱 基 对 的 重 
AK, PAEA Laco EREA KAAKE, 它 和 ZacP 的 重 概 区 也 是 转录 的 起 
始点 。 为 了 使 RNA 多 聚 酶 和 ZacP 结 合 , CAP-cAMP 复 合 物 与 LacP 结 合 是 必要 
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的 ,其 作用 可 能 是 导致 双 螺 旋 分 子 解 旋 , 而 使 RNA 多 至 酶 能 到 单 链 态 的 信息 链 上 
去 。 所 以 CAP 或 cAMP 的 缺 如 会 抑制 转录 。 当 阻 遏 蛋白 和 ZacO 结 合 时 , RNA R 
合 酶 虽 可 与 信息 链 结合 , 但 不 能 进入 转录 起 始点 , 这 时 整个 乳糖 操纵 子 的 功能 表 
ESS Bl BAIS AY 

十 分 清楚 , 乳糖 操纵 子 的 表达 既 受 到 遗传 调控 系统 的 正 控制 , 又 受到 它 的 负 
控制 。 在 正 控制 调节 中 , CAP-cAMP 复合 物 使 RNA 聚 合 酶 能 结合 于 信息 转录 样 
板 , 在 负 控制 调节 中 ,Zac7 编 码 的 阻 遏 蛋白 通过 和 ZacO 的 结合 而 阻止 mRNA 合成 
的 起 始 。 这 一 整套 连续 的 调控 序列 使 大 肠 杆 菌 乳 糖 操纵 子 的 功能 表达 得 到 了 几 
乎 是 “尽善尽美 ”的 调节 和 控制 。 当 培养 基 中 有 葡萄 糖 存 在 时 , 细菌 是 不 必 耗 费 
能 量 来 合成 诱导 酶 的 , 这 时 细胞 内 的 cAMP 水 平 是 低 的 , 当 和 葡萄 糖 耗 尽 , 而 又 没有 
乳糖 等 其 他 糖 时 , 细胞 也 不 必 耗 能 来 合成 无 用 的 诱导 酶 , 这 时 尽管 cAMP 水 平 增 
高 , 细胞 也 不 会 启动 转录 , 只 有 在 没有 葡萄 糖 , 但 又 存在 乳糖 时 , 乳糖 操纵 子 才 会 
启动 并 得 到 充分 的 表达 。 图 4-3 是 乳糖 操纵 子 在 不 同 条件 下 的 调控 系统 运作 
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图 4-3 大 肠 杆菌 乳糖 
操纵 子 调控 元 件 工 作 
示意 ( 引 A wikimedia. 
org 网 ) 
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状况 的 示意 图 。 
乳糖 操纵 子 的 再 分 析 , 不 仅 使 我 们 弄 清 了 乳糖 酵 解 酶 诱导 的 全 过 程 , 也 为 深 
入 研究 其 他 的 基因 功能 表达 调控 系统 莫 定 了 基础 。 


8$ 4.2 阿拉伯 糖 操 纵 子 
激活 蛋白 

大 上 肠 杆菌 的 阿拉 伯 糖 操纵 子 有 三 个 结构 基因 : araD、ara 4 和 ara B, 它们 分 
别 编码 一 核 酮 糖 -5- 磷 酸 -4- 表 异 构 酶 、 盖 阿拉 伯 糖 异 构 酶 和 盖 核 酮 糖 激酶 , 这 个 
操纵 子 的 表达 调控 机 制 如 图 4-4。 阿 拉 伯 糖 操 纵 子 的 调节 基因 是 araC, 它 编码 的 
蛋白 质 有 两 种 功能 状态 ,P1 和 P2。 当 C 和 蛋白 处 于 P1 状 态 时 它 是 一 个 阻 遏 蛋白 , 当 
C 和 蛋白 处 于 P2 状态 时 它 是 一 个 激活 蛋白 。 阻 遏 蛋白 (P1 态 ) 的 结合 位 点 是 操纵 基 
因 araO, 而 激活 蛋白 (P2 态 ) 的 结合 位 点 是 转录 起 始 区 4rar。 当 培养 基 中 不 存在 
阿拉 伯 糖 或 同时 存在 葡萄 糖 时 ,C 和 蛋白 以 P1 态 和 araO 结 合 , 阻 遏 整个 操纵 子 的 表 
达 。 当 培养 基 中 没有 和 葡萄糖 且 存 在 阿拉 伯 粮 时, C 和 蛋白 因 与 阿拉 伯 糖 结合 而 改变 
为 P2 态 构 型 并 结合 于 CAP-cAMP 复合 物 , 随 之 结合 于 所 有 的 操纵 基因 及 转录 起 
始 位 点 ,结合 于 操纵 基因 等 位 点 的 C 和 蛋白 相互 作用 形成 新 的 环 状 结构 , 激活 和 促 
进 操纵 子 中 几 个 结构 基因 的 同时 表达 。 





同一 基因 编码 阻 遏 蛋 白 和 


| | | 钝 化 态 的 催 +cAMP 低 浓度 葡萄 糖 

化 结合 蛋白 4 且 有 阿拉 伯 糖 
araC 基 因 转录 并 翻译 出 C 蛋 白 并 与 CAMP 结 合并 改变 了 构 型 的 
结合 于 Ol、02 和 /1 等 调控 位 点 jeer O2 和 /等 调控 位 点 的 催化 结合 蛋白 和 CAP 位 点 结合 


蛋白 再 相互 连接 使 DNA 形 成 环 状 
CAP I, 1, Pap araB 






O, Para C 


O, CAP I L Pap araB araA araD 


araA araD 






a 在 没有 阿拉 伯 糖 的 情况 下 ， 除 araC 继 
续 转录 和 翻译 外 ，ara 操 纵 子 被 阻 过 调节 ara 操 纵 子 的 转 


C 蛋 白 与 阿拉 伯 糖 结合 后 再 与 <AMP/CAP 
复合 物 结合 ， 然 后 正 向 
录 。 注意 araC 对 C 蛋 白 合成 的 自我 调节 


O, CAP 1, 4 Po araB araA araD 


araB araA araD 








4 在 阿拉 伯 辖 存在 的 情况 下 ， 
cues CHE SPARE TEAL A 
物 并 改变 构 型 , 随 之 结合 于 
Friet | @ 所 有 的 操纵 基因 及 转录 起 
Q Taa 
| 4-4 ”阿拉 伯 糖 操纵 子 的 阻 遏 和 激活 模式 示意 ( 引 自 
O,CAP I, I Pp araB araA araD nbs.csudh.edu 网 ) 





> 在 葡萄 糖 也 存在 的 情况 下 ， 
ara 操 纵 子 的 表达 被 阻 歇 
但 araC 仍 转录 和 翻译 


(a) 阿拉 伯 糖 浓度 低 时 , 除 araC 外 , 操纵 子 整体 受 
到 阻 遇 ;(b) 阿拉 伯 粮 和 葡萄 糖 同 时 存在 时 , ara 操 纵 子 
中 仅 araC 继 续 表达 ;:(c) 葡萄 糖 浓度 低 且 有 一 定 浓度 的 
阿拉 伯 糖 时 ,cAMP 丰 度 升 高 ,ara 操 纵 子 高 表达 


S45 ”基因 功能 表达 的 调控 


在 阿拉 伯 糖 酵 解 酶 诱导 这 个 例子 中 , 我 们 看 到 P1 态 C 和 蛋白 是 负 控制 调节 和 蛋 
白 , 而 P2 态 C 和 蛋白 是 正 控制 调节 和 蛋白 ,两 者 都 由 araC 编码 。 根 据 乳 糖 操纵 子 正 向 
控制 的 研究 , 可 以 预期 阿拉 伯 糖 操纵 子 的 调控 还 会 涉及 降解 物 阻 遏 ,因为 阿拉 伯 
糖 酵 解 酶 系 的 合成 也 受到 和 葡萄糖 效 应 的 影响 。 此 外 , 无 细胞 实验 系统 的 研究 还 证 
实 阿拉 伯 糖 操纵 子 的 表达 还 受 调节 核 背 酸 乌 苷 四 磷酸 (ppGpp ) 的 刺激 ;但 作用 机 
制 尚 不 清楚 。 


84.3 色 氢 酸 操纵 子 一 一 弱化 子 的 发 现 


乳糖 操纵 子 和 阿拉 伯 糖 操纵 子 讨 论 的 都 是 分 解 代谢 类 操纵 子 表 达 的 调控 ， 
而 色 氮 酸 操纵 子 则 是 一 个 合成 代谢 操纵 子 。 这 个 操纵 子 包 括 五 个 结构 基因 , 分 别 
编码 邻 氨 基 葵 甲酸 合成 酶 和 I (tpE 和 tpD)、 吗 唆 甘 油 磷 酸 酯 合成 酶 (tpC)、 
色 氨 酸 合成 酶 B 和 A(trpB 和 trpA)。 这 些 酶 依次 把 分 枝 酸 转变 为 邻 氨 基 茶 甲酸 、 
N-5 一 磷酸 核糖 邻 氨基 葵 甲 酸 、M-5 一 磷酸 -1 一 脱氧 核 酮 糖 邻 氨基 葵 甲 酸 、 吗 | 唆 甘 
油 磷 酸 酯 和 色 氮 酸 。 整 个 操纵 子 转录 的 mRNA 长 7 000 FAR, 这 个 多 顺 反 子 
trp mRNA 的 转录 保证 了 五 种 功能 相关 酶 的 同步 和 适量 合成 。Trp mRNA 的 转录 
约 需 4 min, 然后 很 快 降 解 , 它 的 “生存 时 间 ” 只 有 3 min。 这 种 快速 周转 使 细菌 对 
色 氨 酸 的 需要 能 做 出 非常 快 的 反应 。 大 肠 杆菌 调节 tmp 酶 生物 合成 产 率 的 效力 极 
强 ,变动 幅度 可 达 700 倍 。 

色 氮 酸 操纵 子 的 调节 有 两 个 途径 ,第 一 个 途径 是 由 色 氮 酸 操纵 子 的 调节 基因 
trp R 编 码 一 种 特殊 的 阻 遏 物 , 它 和 色 氨 酸 一 起 与 操纵 基因 trp O 结 合 ,能 阻 断 整个 
操纵 子 中 五 个 结构 基因 的 表达 。trp R 编 码 的 RR 和 蛋白 分 子 量 为 58 000, 单独 不 能 和 
trp 0 结合 , 只 有 当 细 胞 内 有 较 多 的 色 氮 酸 时 ,了 R 和 蛋白 先 和 色 氮 酸 结合 , 才能 紧密 
地 和 trp 0 的 DNA 特 定 序 列 相 结合 。 在 这 个 调控 系统 中 , 色 氨 酸 是 一 种 协 阻 遏 物 
(corepressor)。 色 氨 酸 和 阻 遏 蛋 白 R 的 复合 物 在 DNA 上 的 结合 靶 位 序列 如 下 , m 
线 部 分 是 回 文 序列 : 

5' COAACTAGTT AACTAGTACGTACGCAAG 3 
3' GCTTGATCAA TTGATCATGCATGCGTTC 5' 


-21 -10 +1 





这 个 区 段 和 促进 子 zp P 是 部 分 重 全 的 , 所 以 复合 物 与 trp 0 的 结合 也 同时 阻止 
T RNA 聚合 酶 的 转录 起 始 。 这 个 调控 系统 与 乳糖 操纵 子 有 相似 之 处 ,值得 注意 
的 是 在 这 个 系统 中 由 整个 反应 系列 的 最 终 产物 色 氨 酸 以 协 阻 遏 物 的 形式 参与 
对 操纵 子 中 第 一 个 酶 的 表达 阻 遇 。 这 一 点 是 多 数 合成 代谢 操纵 子 调控 的 关键 
(图 4-5)。 

这 种 反馈 式 调控 系统 发 现 不 久 , 亚 诺 夫 斯 基 等 分 离 到 一 种 色 氨 酸 合成 的 组 
成 型 突变 , 从 而 发 现 了 一 种 全 新 的 调控 系统 。 这 种 组 成 型 突变 型 细胞 在 色 氨 酸 过 
剩 的 情况 下 能 继续 合成 色 氨 酸 , 如 果 去 除 培 养 基 中 的 色 氨 酸 , 合成 速率 还 可 增加 
10 倍 。 显 然 这 是 和 阻 歇 蛋白 RR 的 结构 变异 有 关 的 。 不 久 , 亚 诺 夫 斯 基 又 分 离 到 
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图 4-5 PAREWA 
成 的 第 一 种 调控 模式 
( 引 自 K.Sano 和 K. Matsu) 

(a) 色 氨 酸 浓度 低 
时 ;(b) 色 和 氨 酸 浓度 高 时 








(a) Trp 操 纵 子 
因 操纵 
m 促进 子 基因 E D C B A i 
| 转录 | see DNA 
5 3 mRNA 5 3' mRNA 
| miz miej 翻译 | 翻译 | me) 翻译 | 
> 钝 化 的 阻 过 物 E DAAE 
色 氨 酸 合成 途径 中 的 酶 系 
@exum 
(b) 
RNA 多 聚 酶 停止 前 移 
; 1 ae > 
3 5 
钝 化 的 阻 过 物 f 操纵 基因 被 阻 过 
ap NA i 


色 氨 酸 
( 协 阻 过 物 ) FEDS 


另 一 种 突变 型 , 它 在 色 所 酸 元 余 积累 时 仍 能 以 最 高 的 速率 来 合成 色 氮 酸 操纵 子 的 
mRNA。 核 苷 酸 序列 分 析 证 明 这 是 一 个 缺失 突变 , 突变 型 细胞 缺失 了 介 于 tp O 
和 第 一 个 结构 基因 trp 5 之 间 的 一 段 DNA。 

trp-mRNA 的 5' 端 分 析 表 明 , FE trp E 的 第 一 个 密码 子 的 前 面 有 一 段 由 162 个 
碱 基 组 成 的 前 导 序列 。 超 表达 组 成 突变 型 缺失 的 DNA 就 位 于 前 导 序 列 的 后 半 
Be, 即 trp EE 前方 的 30~60 个 碱 基 对 区 段 。 亚 诺 夫 斯 基 假 设 这 一 段 DNA 的 作用 是 
减弱 trp-mRNA 的 合成 , 称 为 弱化 子 (attenuator)。 缺 失 弱化 子 的 细胞 就 出 现 trp- 
mRNA 超 水 平 合成 的 异常 表 型 。 那 么 ,前 导 序 列 的 其 余部 分 起 什么 作用 呢 ? 

有 关 这 个 问题 的 另 一 个 重要 发 现 是 在 野生 型 细胞 中 发 现 了 两 种 不 同 的 tmp- 
mRNA, 一 种 是 细胞 内 色 氮 酸 缺 乏 时 合成 的 , 长 度 为 7 000 个 核 苷 酸 左右 , 另 一 种 主 
要 是 在 色 氨 酸 宛 余 时 合成 的 , 只 有 130 MAR, 即 前 导 序 列 前 部 的 130 个 碱 基 对 
的 转录 产物 。 据 此 , 亚 诺 夫 斯 基 认 为 前 导 序 列 后 部 的 30 个 核 苷 酸 是 转录 终止 序列 ， 
即 弱化 子 区 段 。 与 一 般 的 转录 终止 信号 序列 一 样 , 色 氨 酸 操纵 子 的 弱化 子 也 有 一 
个 G 一 C 富 集 段 和 一 个 A 一 T 富 集 段 ,并 各 有 对 称 的 回 文 序列 。 只 含 130 个 核 苷 酸 
的 tp-mRNA 的 合成 终止 于 一 大 段 尿 喀 喧 区 段 ( 对 应 于 DNA 中 A 一 了 T 富 集 段 ): 
三省 生 区 一 一生 区 


' AGCCCGCCTA , ATGAGCGCGCTTTTTTTTGAACAAAATTAGAGA 3 ' 
' TCGGGCGGAT ` TACTCGCCCGAAAAAAAACTIGTITTAATCTCT 5 ' 











wa 


UUUUUUUU-OH 


ii MRNA 140 


EP AE KIA E TEE RE APY RIOR A? 亚 诺 夫 斯 基 
立刻 想到 了 前 导 序 列 , 他 发 现 有 部 分 前 导 序 列 的 核 苷 酸 是 翻译 成 多 肽 的 , 多 肽 的 


第 4 章 ”基因 功能 表达 的 调控 


第 10 和 11 号 氨基 酸 是 色 氨 酸 : 
Met—Lys—Ala—lle—Phe—Val—Leu—Lys—Gly—Trp—Trp--Arg 一 Thr 一 Ser 一 终止 
--AUG AAA GCA AUU UUC GUA CUG AAA GGU [UGG UGG CGC ACU UGC UGA ~- 


当 细 胞 富 含 色 氨 酸 时 ,前导 肽 链 可 以 合成 。 当 细胞 缺乏 色 和 氨 酸 时 ,核糖 体 就 会 
在 连续 排列 的 两 个 色 氨 酸 密码 子 处 卡 住 , 理由 是 细胞 中 没有 携 有 活化 色 氮 酸 的 
转运 RNA。 这 个 被 卡 住 的 核糖 体 改变 了 mRNA 的 构 型 , 使 得 RNA 聚合 酶 的 转 
录 能 越过 弱化 子 区 段 而 进行 到 mRNA 的 完全 合成 。 这 个 调控 系统 的 关键 是 转 
录 和 翻译 紧密 相连 。 核 糖 体 翻 译 前 导 多 上 肽 是 紧 接着 RNA 聚合 酶 转录 前 导 序 列 
的 。 最 近 的 研究 表明 , 卡 壳 的 核糖 体 改 变 了 整个 前 导 序 列 中 碱 基 配 对 关系 和 二 
级 结构 ,致使 RNA 聚合 酶 能 通过 弱化 子 区 段 而 完成 转录 。mRNA 前 导 序 列 的 核 
苷 酸 序列 分 析 表 明 , 弱化 子 RNA 分 子 可 以 有 几 种 不 同 的 折 著 方式 , 形成 不 同 的 
“ 葵 ”“ 球 ”和 “发 夹 " 。 由 序列 结构 假定 这 段 RNA 折 至 3 次 ,形成 4 段 平 行 的 区 
节 , 依 次 命名 为 1.2、3、4 节 (图 4-6)。 在 这 样 的 结构 中 ,2 节 可 以 和 1 节 或 3 节 配 
对 ,3 节 可 以 和 2 节 或 4 节 配 对 。 前 导 多 肽 是 由 1 节 中 的 核 背 酸 序列 编码 的 。 在 
翻译 时 , 核糖 体会 阻碍 1 节 和 2 节 配 对 ,这 时 3 节 和 4 节 配 对 ,形成 一 个 “ 茎 ”和 
一 个 “ 球 ”, 这 样 就 形成 了 在 4 节 末 端的 RNA 转录 弱化 现象 。 相 反 , 当 细 胞 中 色 
氨 酸 缺乏 时 , 核糖 体 在 连续 两 个 色 和 氨 酸 密码 子 处 卡 壳 , 在 阻碍 1 节 和 2 节 配 对 的 
同时 , 却 使 3 节 和 2 节 可 配对 形成 带 “ 球 ”的 “ 茎 ” ,消除 了 弱化 作用 ,使 转录 酶 能 
通过 弱化 子 区 段 而 产生 含 7 000 个 核 苷 酸 的 完整 的 色 氮 酸 操纵 子 mRNA。 如 果 
不 仅 是 色 和 氨 酸 缺乏 , 而 是 多 种 氨基 酸 都 处 于 “ 饥 狐 ”状态 , 核糖 体 因 不 能 合成 前 
导 多 肽 而 脱离 mRNA 的 前 导 序 列 , 这 时 1 节 和 2 节 ,3 节 和 4 节 分 别 配对 ,转录 也 
随 之 终止 。 





_ 一 前 导 肽 的 mRNA 


he 2 
3 
fs 4 __ 形成 能 终止 转录 
前 导 肽 区 被 < 一 的 葵 环 复合 结构 
完整 地 翻译 


前 导 肽 中 两 不 
x | 一 ~ 转录 继续 进行 


连续 的 色 氨 酸 
©” 
连续 的 色 氨 酸 


核糖 体 卡 在 
Ripa 


(b) 
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图 4-6 大 肠 杆菌 色 氨 
酸 操纵 子 的 弱化 模型 示 
意 ( 改 自 D.L. Oxender) 
CARER 
时 ;(b) 色 和 氨 酸 缺乏 时 
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图 4-8 入 噬菌体 基因 
组 及 其 调控 区 段 的 遗 
传 学 图 


值得 注意 的 是 ,从 色 和 氨 酸 操纵 子 前 导 序 列 的 弱化 子 模型 可 以 看 到 核酸 和 和 蛋白 
质 分 子 一 样 ,也 会 改变 其 构象 以 适应 和 调节 它 的 功能 ,产生 不 同 的 细胞 生理 效果 。 

现 已 知道 大 肠 杆 菌 的 男 一 些 生 物 合成 代谢 途径 也 有 弱化 调控 现象 。 图 
4-7 列 出 了 葵 丙 氨 酸 操纵 子 和 组 氮 酸 操纵 子 的 前 导 多 肽 , 以 及 编码 前 导 多 肽 的 
mRNA 前 导 序 列 。 在 葵 丙 氨 酸 操纵 子 的 前 导 多 肽 中 有 7 个 葵 丙 氨 酸 , 其 中 有 两 
段 是 三 个 葵 丙 氨 酸 连续 排列 的 。 在 组 氨 酸 操纵 子 的 前 导 多 肽 中 , 7 个 组 氨 酸 连 成 
一 串 。 显 然 , 这 样 的 结构 对 细胞 中 相应 氨基 酸 的 含量 是 高 度 敏感 的 。 实 验证 明 ， 
当 细 胞 中 携 有 活化 组 氨 酸 的 蕊 NA 减少 15% 时 , 组 氨 酸 操纵 子 mRNA 的 合成 速 
率 会 增加 3 倍 。 





(a) Met—Lys—His—Ile—Pre | Phe—Phe—Phe——Ala—-Phe—Phe—Phe!—Thr_Phe Pro—# jk 
5 AUG AAA CAC AUA CCG UUU UUC UUC GCA|UUC UUU UUU ACC | UCC|CCC UGA 3' 


(b) Met—Thr—Arg—Val—GlIn—Phe—Lys—-His—His—His—His—His—His—His-Pre—A sp— 
5 AUG ACA CGC GUU CAA UUU AAA CAC CAC CAU CAU CAC CAU CAU CCU GAC—3' 


图 4-7 茶 丙 氨 酸 操纵 子 (a) 和 组 氨 酸 操纵 子 (b) 的 前 导 肽 氨基 酸 序列 , 以 及 mRNA 中 相应 区 
段 的 核 背 酸 序列 








8 4.4 入 噬菌体 一 一 一 个 操纵 子 复合 体 


早 在 操纵 子 模型 刚刚 提出 的 时 候 , 雅 各 布 和 莫 诺 就 假设 温和 鸣 菌 体 的 复制 是 
由 一 个 类 似 乳糖 操纵 子 的 系统 来 调控 的 。 在 溶 原 态 时 , 原 吹 菌 体 处 于 被 抑制 的 状 
态 , 在 溶 裂 态 时 ,与 噬菌体 复制 有 关 的 基因 均 被 激活 ,处 于 诱导 状态 。 从 雅 各 布 和 
莫 诺 提出 叭 菌 体 的 操纵 子 调控 概念 到 现在 ,入 叭 菌 体 已 经 成 为 在 遗传 学 上 了 解 得 
最 清楚 的 生物 体 之 一 。 研 究 表明 和 噬菌体 的 两 种 不 同 的 功能 态 的 变换 , 确实 是 由 
类 似 操 纵 子 这 样 的 遗传 调控 系统 来 调节 和 控制 的 ,但 实际 情况 比 原先 设想 的 要 复 
杂 得 多 。 

提出 噬菌体 DNA 整 合 模型 的 A. 坎 贝尔 曾 分 离 和 定位 了 入 叭 菌 体 的 许多 条 件 
致死 突变 , 发 现 一 些 功 能 密切 相关 的 基因 , 在 结构 上 也 是 成 从 排列 紧密 连锁 的 。 
例如 编码 头 部 蛋白 的 10 个 基因 集中 在 染色 体 的 一 端 , 接着 是 11 个 与 尾部 蛋白 合 
成 有 关 的 基因 , 而 与 溶 裂 寄主 细胞 有 关 的 功能 基因 则 位 于 染色 体 的 另 一 端 。 值 得 
注意 的 是 , 差不多 与 吻 菌 体 的 增殖 调控 以 及 溶 原 态 的 建立 密切 相关 的 基因 也 是 连 
锁 在 一 起 的 (图 4-8)。 这 个 区 段 的 结构 和 功能 是 本 节 讨 论 的 重点 。 

当 入 哈 菌 体感 染 野 生 型 大 肠 杆菌 时 , 可 能 发 生 两 种 后 果 : D RE DNA 整 
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合 于 寄主 细胞 染色 体 而 成 为 原 噬 菌 体 , 寄主 细胞 也 同时 成 为 溶 原 菌 ; D ER 
利用 寄主 细胞 的 酶 系 合成 一 系列 为 复制 和 成 熟 所 必需 的 酶 和 包括 结构 蛋白 在 
内 的 其 他 蛋白 质 , 导致 噬菌体 的 增殖 和 寄主 细胞 的 溶 裂 。 野 生 型 噬菌体 颗粒 感 
染 敏感 菌 平板 时 会 形成 叭 菌 斑 , 但 由 于 一 部 分 溶 原 性 细菌 的 存在 , 野生 型 喉 菌 
体形 成 的 叭 菌 斑 是 混浊 的 , 不 完全 透明 的 。 如 果 用 不 能 使 寄主 细胞 溶 原 化 的 突 
变型 喉 菌 体 来 感染 敏感 菌 平板 , 则 所 形成 的 喉 菌 斑 是 清澈 透亮 的 , 这 种 突变 称 
为 c 突 变 。 一 般 从 清亮 的 鸣 菌 斑 中 , 可 分 离 到 c 突 变型 只 菌 体 。c 突 变型 喉 菌 体 
间 的 杂交 连锁 分 析 和 互补 分 析 表 明 , 造成 c 表 型 的 有 三 种 突变 , 分 别称 为 c 了 、 
clic. 

cz 的 条 件 突 变型 噬菌体 在 限制 性 条 件 下 不 能 建立 溶 原 态 , 当 它 感染 已 被 
野生 型 喉 菌 体 深 原 化 细菌 时 却 又 不 能 深 裂 寄主 细胞 , 即 处 于 溶 原 态 的 野生 型 原 
叭 菌 体能 抑制 c 了 突变 体 进入 增殖 溶 裂 周 期 。 这 暗示 c 了 突变 很 可 能 是 调控 系 
统 中 阻 遏 物 的 缺陷 突变 (可 设想 入 中 的 c 了 突变 是 和 乳糖 操纵 子 中 LacI 突 变相 
当 的 )。 入 叭 菌 体 还 有 一 种 烈性 突变 (virulent mutation), 它 不 但 不 能 使 寄主 细胞 
溶 原 化 , 还 能 在 已 经 溶 原 化 的 细菌 中 复制 和 增殖 。 这 很 可 能 是 调控 系统 中 的 操 
纵 基 因 突 变 , 造成 了 它 对 阻 遏 物 的 不 敏感 (可 设想 这 种 烈性 突变 和 ZaucO 突 变相 
当 )。 基 因 定 位 研究 表明 c 了 基因 两 侧 各 有 一 个 操纵 基因 , 分别 取 名 为 左 操纵 基 
因 O, 和 右 操纵 基因 Ok (图 4-8)。 每 个 操纵 基因 各 带 一 个 促进 子 PL 和 Pr, 这 两 个 
操纵 基因 的 转录 分 别 沿 不 同方 向 离 c 了 而 去 ,所 以 PaOg 和 OLPL 转 录 的 DNA 信 息 
链 是 不 同 的 。 进 一 步 分 析 表 明 每 个 基因 组 能 和 6 个 c 了 编码 的 阻 遏 物 分 子 结 
合 , 0 和 Ok 各 能 结合 3 个 。 值 得 注意 的 是 c 了 基因 的 促进 子 Prvmw 和 Or 的 阻 遏 物 
结合 区 段 是 部 分 重生 的 。 

当 叭 菌 体感 染 细菌 细胞 时 , 细胞 内 开始 并 没有 入 的 阻 哆 物 。 这 时 寄主 细胞 
的 转录 酶 开始 转录 哈 菌 体 的 DNA 上 的 遗传 信息 。 一 支 由 O, 开 始 通 过 NN 基因 ; 
男 一 支 由 Or 开始 通过 cro 基 因 ( 图 4-9)。N 基 因 的 产物 N 和 蛋白 是 一 个 正 调控 因 
子 , 它 能 通过 改变 寄主 细胞 转录 酶 的 构 型 , 使 转录 酶 能 通过 NN 基 因 和 cro 基 因 边 
缘 的 转录 弱化 区 段 , 向 左 进行 到 整合 基因 int, 向 右 进行 到 男 一 个 调控 基因 P。 在 
int 和 PP 之 间 的 基因 都 和 叭 菌 体 DNA 的 复制 、 重 组 和 整合 有 关 , 如 cro (control of 
repressor and other things ) 基因 的 产物 cro 蛋 白 能 和 c 了 的 促进 子 Prm 结 合 而 抑制 
c 了 转录 和 编码 阻 过 物 ,也 就 是 说 cro 和 蛋白 是 阻 遏 物 合 成 的 阻 过 蛋白 ,或 者 可 称 为 
抗 阻 遏 物 (antirepressor), 它 对 入 哈 菌 体能 否 进入 溶 裂 相 起 着 决定 的 作用 。 另 一 
方面 c 7 编码 的 阻 遏 物 也 可 通过 与 Ok 结合 而 关闭 cro 基 因 的 转录 。 实 际 上 cro 和 
c 卫 的 活性 是 相互 排斥 、 互 不 相 容 的 ,cro 活 性 是 溶 裂 反应 所 必需 的 ,c 了 活性 是 溶 
原 反 应 所 必需 的 。 在 N 蛋 白 的 影响 下 ,c 厂 和 ec 不 均 得 以 表达 ,它们 的 产物 使 RNA 
聚合 酶 从 另 一 个 c 了 的 促进 子 Pre (图 4-9 中 未 显示 ) 来 转录 c 了 基因 ,Pre 对 c 了 转 
录 起 始 的 效率 高 于 Prw。 然 而 , 在 c Tc 及 的 蛋白 产物 促进 c 了 表达 活性 的 同时 ， 
cro 蛋 白 又 试图 抑制 c 了 的 表达 。 一 旦 cro 占 了 上 风 , 它 会 关闭 c 了 的 转录 , 随 之 入 
基因 组 的 其 他 基因 都 会 经 不 同 的 活化 途径 而 得 以 表达 , 从 而 使 和 进入 溶 裂 相 。 从 入 
叭 菌 体 的 增殖 调控 机 制 我 们 看 到 了 一 个 操纵 子 复合 体 (complex of operons) 的 结构 
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图 4-9 入 噬菌体 的 调 
控 区 段 的 基因 转录 调 
控 示 意 








int---- __----P 早早 期 基因 表达 
<> 
z 
i 早晚 期 基因 表达 
nee” á 进入 溶 裂 状 态 





Pl 和 P: 的 转录 均 被 阻 断 Pi 和 Px 的 转录 均 被 激活 


和 它 内 部 的 功能 制约 关系 。 

在 溶 裂 途径 中 ,入 哈 菌 体 的 基因 组 是 以 一 个 特定 的 时 间 序 列 得 以 充分 表达 
的 。 最 先 表达 的 是 与 DNA 复 制 和 重组 有 关 的 基因 , 随 之 表达 头 部 蛋白 和 尾部 蛋 
A; 最 后 合成 的 是 溶 裂 寄主 细胞 的 蛋白 质 。 这 个 表达 次 序 非常 重要 , 如 果 表 达 
的 次 序 颠 倒 了 , 如 过 早 地 表达 溶 裂 蛋 白 基 因 , 是 不 利于 和 发 育 的 , 甚至 产生 致死 作 
用 。 决 定 这 个 表达 顺序 的 是 一 系列 调控 蛋白 , 如 NN 蛋白 控制 早 基因 的 表达 , QTE 
白 控制 晚 基因 的 表达 。 

在 深 原 化 周期 中 ,入 鸣 菌 体 可 处 于 三 种 不 同 的 状态 : D 溶 原 态 的 建立 ; OR 
原 态 的 维持 ; © 浴 原 态 的 破坏 (释放 叹 菌 体 )。 在 建立 溶 原 态 的 过 程 中 , 必须 做 
两 件 事 : D 将 XDNA 整 合 于 寄主 细胞 染色 体 ; @ 关闭 与 溶 裂 反应 有 关 的 全 部 基 
因 。 这 两 个 过 程 的 细节 尚 不 清楚 。 维 持 溶 原 态 的 关键 是 只 表达 c 了 基因 ; 它 是 编 
码 阻 遏 蛋白 的 。 阻 过 蛋白 有 两 个 结合 邯 位 , OFM Or BE O, P REKTE E ARE 
左 向 转录 ,致使 包括 基因 在 内 的 许多 基因 不 能 表达 。 阻 遏 Os 可 阻 断 右 侧 的 cro 
基因 和 @ 基 因 的 表达 。 实 际 上 , 当 阻 遏 蛋 白 和 0O1 与 Ox 结合 时 就 关闭 了 除 c 了 以 
外 的 全 部 基因 。 当 寄主 细胞 内 外 环境 中 的 某 些 因素 破坏 cI 蛋白 时 , AD JE 
体 状 态 的 MDNA 会 通过 逆向 整合 而 脱离 寄主 细胞 染色 体 , 并 依次 表达 溶 裂 态 的 
相关 功能 。 

美国 病毒 学 家 普 塔 什 尼 (M. Ptashne) 分 离 纯化 了 入 叭 菌 体 的 阻 遏 蛋白 , 这 是 

一 个 单 体 分 子 量 为 26 000 的 蛋白 质 , 在 单 体 和 功能 态 的 多 聚 体 之 间 有 一 个 动态 平 

衡 。 实 验证 实 了 OL 和 Os 都 是 阻 过 蛋白 结合 靶 位 的 假设 , 并 进一步 弄 清楚 OL 和 
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阻 过 NN 的 转录 阻 过 cro 的 转录 
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Or 各 包含 三 个 结合 点 (图 4-10), 每 个 结合 点 由 17 个 碱 基 对 组 成 , 均 为 A 一 T 富 集 
区 段 , 间隔 为 3~7 个 碱 基 对 。 各 个 结合 点 的 核 苷 酸 序列 相近 而 不 尽 相 同 , 但 都 包 
含 一 个 回 文 结构 。 在 三 个 结合 点 中 ,和 阻 遏 蛋白 结合 力 最 强 的 是 最 靠近 受 控 操纵 
子 第 一 个 结构 基因 的 结合 点 。N 基 因 的 促进 子 序列 位 于 Oi 区 段 内 ,cro 基因 的 促 
进 子 位 于 Or 区 段 内 。 随 着 结合 于 Or 和 Os 的 阻 遏 蛋白 数目 的 增加 , X RNA RA 
酶 的 移动 和 和 mRNA 延伸 的 阻 过 作用 也 会 逐渐 增强 。 

必须 强调 的 是 在 一 个 溶 原 化 的 大 肠 杆菌 中 ,入 阻 遇 蛋白 的 数量 是 受到 精确 
控制 的 。 如 果 阻 遏 蛋白 数量 过 少 , 即使 是 一 时 性 过 低 , 也 会 导致 深 裂 反应 。 另 一 
方面 , 如 果 阻 过 蛋白 水 平 过 高 ,一旦 寄主 细胞 出 现 不 能 继续 让 原 鸣 菌 体 寄生 的 状 
况 , 入 就 会 失去 及 时 转 人 溶 裂 态 的 机 会 。 那 么 ,入 阻 遏 蛋 白 的 水 平 是 怎样 被 控制 的 
We? 研究 表明 ,入 阻 遏 蛋白 的 合成 是 自我 反馈 调控 的 。 具 体 地 讲 , 当 阻 过 蛋白 和 
On3 结 合 时 ,c 了 基因 被 关闭 (图 4-10); FAR, 当 阻 遏 蛋白 只 和 Onl 结合 时 , 则 会 促 
tie 的 转录 。 由 于 阻 遇 蛋白 与 Onl 的 亲和力 比 与 Or3 的 亲和力 强 , 因此 处 于 低 
水 平时 的 阻 遏 蛋白 只 和 Orl 结 合 而 促进 c 了 转录 , 而 高 水 平时 阻 遇 蛋白 就 会 通过 
和 Or3 结 合 而 抑制 c 了 的 表达 。 

怎样 打破 溶 原 化 周期 呢 ? 关键 是 使 阻 遇 蛋白 的 水 平 降 到 足以 使 cro 基 因 得 
以 表达 的 数量 。 新 合成 的 cro 蛋 白 也 可 通过 和 On3 结 合 而 阻 遇 c 了 基因 的 转录 。 
关键 是 cro 蛋 白 和 Or3 的 结合 能 力 大 于 和 Orl 的 结合 力 。 这 样 , 低 水 平 的 cro 和 蛋白 
能 抑制 c 7 的 表达 , 而 并 不 关闭 cro 基因 自身 的 转录 。cro 蛋 白 数 量 的 积累 使 阻 遏 
蛋白 完全 不 能 合成 , 保证 了 溶 裂 反 应 成 为 不 可 逆 的 一 种 连续 反应 。 在 这 个 实例 
中 ,我 们 看 到 了 一 两 种 调节 和 蛋白 和 几 个 结合 靶 位 之 间 的 精确 而 巧妙 的 互相 作用 是 
如 何 决定 噬菌体 发 育 方向 的 。 在 原核 生物 中 还 发 现 过 多 个 类 似 的 、 包 含 了 亲和力 
不 同 的 蛋白 结合 位 点 的 调控 系统 。 

前 面 几 节 讨 论 了 原核 生物 中 基因 表达 调控 的 几 种 模型 ,大致 可 分 为 调控 转录 
起 始 和 转录 终止 两 类 。 实 际 上 ,在 原核 生物 中 还 存在 着 翻译 水 平 的 调控 和 翻译 后 
的 调控 。 这 些 调控 更 多 地 涉及 细胞 生物 化 学 反应 , 上 且 多 数 不 在 遗传 水 平 上 , 这 里 
就 不 深入 讨论 了 。 


图 4-10 ak Ba tk BB 
过 蛋白 cI 合成 的 自我 
调节 示意 
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§45 ” 真 核 基因 组 的 结构 特点 


真 核 生物 基因 组 的 遗传 信息 远 比 原核 生物 的 多 。 比 如 , 人 类 细胞 含有 的 
DNA 数 量 相当 于 大 肠 杆菌 的 1 000 倍 ,相当 于 入 鸣 菌 体 的 10 倍 。 这 使 得 真 核 细胞 
拥有 原核 生物 无 可 比拟 的 遗传 信息 。 与 原核 细胞 DNA 的 裸露 状态 不 同 , 真 核 细 
胞 的 DNA 是 和 和 蛋白质, 特别 是 和 碱 性 蛋白 相 结合 , 并 经 过 多 层次 浓缩 包 庄 的 , 染 
色 体 就 是 这 种 高 级 结构 的 一 种 形式 (图 4-11 )。 
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染色 体 片 段 


压缩 状态 的 
染色 体 片段 
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整 条 染色 体 


在 细胞 周期 的 不 同 阶段 , 染色 
体形 态 的 有 规律 变化 反映 了 这 种 高 
级 结构 的 解 聚 和 重建 过 程 是 高 度 有 
序 、 严 格 受 控 的 。 真 核 细胞 和 原核 
细胞 的 另 一 个 区 别 是 真 核 细胞 的 染 
色 体 组 是 由 核 膜 包 于 的 , 这 层 核 膜 
把 真 核 细 胞 的 基因 转录 和 翻译 在 时 
间 和 空间 上 都 分 割 开 来 了 。 高 等 真 
核 生 物 细 胞 核 内 合成 的 RNA 要 经 过 
广泛 的 修饰 .切割 和 拼接 才能 成 熟 ， 
而 且 只 有 少数 核 内 RNA 会 透 过 核 膜 
进入 细胞 质 作为 mRNA 来 指导 蛋白 
质 的 合成 。 真 核 生物 的 这 些 特点 使 
得 真 核 细 胞 基因 组 的 结构 与 功能 表 
达 比 原核 生物 更 加 复杂 而 多 变 。 然 
而 ,由 于 DNA 重 组 技术 的 发 展 ,已 有 
可 能 分 离 和 克隆 特定 的 真 核 生物 基 


Al, 并 有 可 能 做 核 苷 酸 序列 分 析 , 真 核 基因 组 结构 和 功能 表达 的 研究 也 因此 取得 了 长 
足 的 进步 。 人 类 认识 高 等 生物 的 分 化 免疫 癌变 等 现象 的 大 门 正 是 从 这 里 打开 的 。 
我 们 可 以 从 五 个 方面 来 说 明 真 核 基 因 组 的 结构 特点 。 
(1) 齐 姆 (B. Zimm) 等 在 1974 年 用 黏 弹性 技术 (viscoelastic technique ) 证 实 
每 个 真 核 细胞 的 染色 体 只 含有 一 个 DNA 分 子 , 也 就 是 说 每 条 染色 体 中 的 DNA 是 


一 个 连续 而 完整 的 大 分 子 。 


(2) 真 核 细 胞 的 染色 体 是 由 DNA 和 组 蛋白 构成 的 核 蛋白 组 成 , 称 为 染色 质 。 


组 蛋白 有 五 类 ,其 组 成 特点 如 下 : 





组 蛋白 类 别 “氨基 酸 数目 ， ATE 赖 / 精 值 
H1 215 21 000 20.0 
H2A 129 14 500 15.2 
H2B 125 13 800 2.5 


H3 135 
H4 102 


0.72 
0.79 
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组 蛋白 含有 大 量 的 赖 氨 酸 和 精 氨 酸 , 这 两 种 碱 性 氨基 酸 的 总 量 约 占 全 部 氨基 
酸 含量 的 1/4。 碱 性 氨基 酸 都 带 有 携 正 电荷 的 侧 链 , 这 些 侧 链 可 经 化 学 修饰 而 使 
组 蛋白 产生 不 同 的 形式 ,其 中 乙酰 化 \ 甲 基 化 .ADP- 核 糖 基 化 磷酸 化 等 修饰 属 共 
价 修饰 。 这 些 化 学 修饰 会 改变 组 蛋白 的 负电 量 和 和 氨 键 形成 能 力 , 乃至 改变 整个 分 
子 的 构 型 。 这 些 变化 在 调节 DNA 复制 和 转录 中 起 着 要 重 的 作用 。 - 

(3) 科恩 伯 格 在 1974 年 提出 了 核 小 体 (nucleosome ) 是 构成 染色 质 纤 丝 的 基 
本 单位 的 理论 。 他 根据 大 量 的 实验 研究 提出 , 每 个 核 小 体 由 一 段 长 度 为 146 个 碱 
基 对 的 DNA, 加 上 H2A、H2B、H3 和 H4 各 两 分 子 组 成 。 大 部 分 DNA 缠 在 由 组 蛋 
白 组 成 的 8 聚 体 核心 外 面 ,余下 的 DNA 连接 相 邻 的 核 小 体 , 并 使 染色 质 纤 丝 有 一 
定 的 弹性 (伸缩 性 )。 也 就 是 说 , 染色 质 纤 丝 是 由 核 小 体 组 成 的 .具有 弹性 的 真 核 
生物 染色 体 的 基本 结构 单位 。 电 镜 观 察 X 射 线 衍射 分 析 、 中 子 衍射 分 析 、 核 酸 酶 
降解 分 析 , 以 及 组 蛋白 和 来 自 SV40 病 毒 或 腺 病毒 的 DNA 的 核 小 体重 组 实验 , 都 
证 实 了 科恩 伯 格 的 核 小 体 模 型 是 正确 的 。 图 4-12 是 核 小 体 的 模式 图 。 





核 小 体 被 包 圳 成 





30 nm 


A412 核 小 体 结构 示意 
连接 DNA ( 引 自 A. Komberg) 

组 蛋白 Hl 组 蛋白 H2A、H2B H3 
核 小 体 和 了 H4 组 成 8 聚 体 核心 ,外 缠 
DNA。 组 蛋白 Hl 在 核心 外 
并 和 连接 段 DNA HES. 


(4) 真 核 基因 组 中 有 许多 重复 的 核 苷 酸 序列 。 这 是 布 里 芯 (R. Britten) AGE 
内 (D. Kohne) 在 1968 年 的 一 项 重大 发 现 。 
布 里 芯 是 在 研究 热 解 聚 后 的 DNA 分 子 重 聚 动 力学 的 时 候 发 现 重复 序列 
的 。 根 据 热力 学 定律 ,在 一 定 条 件 下 热 解 聚 后 分 子 的 重 聚 速率 是 溶液 中 同 源 单 链 
DNA 片段 的 浓度 的 函数 , 即 : 
dC ke 
dt 
式 中 , C 是 同 源 单 链 DNA 片段 的 摩尔 浓度 ; :是 反应 的 时 间 ; K 是 反应 常数 。 变 换 
Est: 


-C -ki 
= 
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图 4-13 不同 DNA 分 
子 重 聚 动力 学 研究 测 
得 的 Co 曲线 ( 改 自 R. 
J. Britten 和 E. Kohne) 


分 别 对 C 和 t 取 积分 : 
f eC pg 
& (2 
运算 后 得 : 
ner 
C E 


再 经 简化 可 得 到 在 时 间 t 时 的 同 源 单 链 DNA 片段 的 即时 浓度 和 起 始 时 同 源 单 链 
DNA 片 段 的 浓度 之 比 : 

e i 

C, IKC 


式 中 , C 是 时 间 1 时 溶液 中 尚 余 的 同 源 单 链 DNA 片段 浓度 ; Co 是 反应 开始 时 , 即 
时 的 同 源 单 链 DNA 片段 浓度 ; t 是 反应 开始 到 取样 时 的 时 间 间 隔 ; KK 是 反应 常 
数 。 这 个 反应 方程 表明 ,在 任何 一 个 时 间 点 ,反应 系统 中 的 同 源 单 链 DNA 片段 的 
浓度 C 与 反应 起 始 时 的 同 源 单 链 DNA 片段 的 浓度 C, 的 比值 是 C, 和 反应 时 间 1 乘 
积 的 函数 。C, 的 单位 是 mol/L,t 的 单位 是 s, 所 以 Ct 的 单位 是 mol + s/L。 

车 以 起 始 浓 度 和 反应 时 间 的 乘积 Cot 为 自 变 量 , 以 即时 浓度 和 起 始 浓度 的 比 
值 C/C, 为 应 变量 作 图 , 可 得 图 4-13 的 Ct 曲线 。 从 S 形 的 Cyt 曲线 可 求 出 C/C=1/2 
时 的 Cots。Cotis 是 一 个 非常 有 用 的 实验 参数 , 它 相 当 于 一 半 同 源 单 片段 重 聚 成 为 
双 链 时 的 Cot 值 。 从 图 4-13 可 知 大 肠 杆菌 DNA 的 Cotis 为 9 mol + s/L, MPAA T4 
DNA 的 Ct 为 0.3 mol + sL。 这 两 个 数值 表明 大 肠 杆 菌 DNA 解 聚 后 的 重 聚 速度 
是 T4 的 1/30。 这 是 因为 大 肠 杆菌 DNA 比 T4 DNA 的 分 子 量 大 , 解 聚 和 离心 前 切 后 
的 单 链 片段 溶液 中 结构 互补 的 同 源 片段 的 浓度 远 比 T4 来 源 的 样本 低 的 缘故 。 

用 Cu 曲线 分 析 各 种 不 同 来 源 的 DNA 的 重 聚 动力 学 的 一 个 出 人 意料 的 发 现 
是 ,哺乳 动物 基因 组 DNA 有 两 种 组 分 : 一 种 组 分 的 Cutp 为 10' mol + s/L, 另 一 种 
为 10” mol* s/L, 两 者 相差 达 10" 之 多 。 如 果 我 们 用 10 mol : s/L É) DNA RK 


10° 10'° 
牛 DNA 的 
非 重复 序列 部 分 


核 苷 酸 对 数 
1 10 10° 10° 10° 10° = 10° 


0 10’ 10° 
大 肠 杆 菌 
DNA 






未 复 性 的 DNA 单 链 百分率 (%) 
3 


10° 10° 10“ 10° 10” 10° 1 10 100 1000 10000 
Cot(mol-s/L) 
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Co 测定, 其 中 90% 的 哺乳 动物 DNA 达到 半数 重 聚 的 时 间 是 10” s( 约 为 三 年 )， 
而 另外 10%DNA 的 半数 重 聚 时 间 只 有 10 s。 哺 乳 动物 细胞 基因 组 DNA 所 含 碱 基 
对 数目 相当 于 大 肠 杆 菌 的 10 倍 , 它 的 Cuap 数 值 大 是 意料 之 中 的 , 但 在 哺乳 动物 
基因 组 中 发 现 重 聚 速度 比分 子 量 最 小 的 病毒 DNA 快 100 倍 以 上 的 组 分 是 一 个 极 
为 重要 的 新 发 现 。 重 聚 动力 学 研究 表明 , 这 部 分 DNA 有 许多 重复 拷贝。 进一步 
的 研究 证 实 , 在 小 鼠 基因 组 中 这 种 重复 序列 长 度 约 为 300 个 碱 基 对 , 重复 拷贝 数 
为 10"。 随 后 发 现 各 种 真 核 生物 基因 组 中 ,都 有 重复 程度 不 同 的 重复 序列 。 在 人 
的 基因 组 DNA 中 ,有 30% 的 DNA 至 少 重复 20 次 ,最 多 的 高 达 5 x 10 次 。 在 各 种 
真 核 生物 中 重复 序列 (包括 高 度 重复 和 中 等 程度 重复 序列 ) 和 单 拷贝 序列 在 基因 
组 DNA 中 所 占 的 比例 是 各 不 相同 的 。 

绝 大 多 数 真 核 细 胞 蛋白 质 是 由 单 拷贝 基因 编码 的 。 例 如 ,看 的 单 倍 体 基因 组 
有 一 个 拷贝 的 丝 蛋 白 基 因 (silk fibron gene), 定量 分 析 表 明 , 这 个 基因 可 作为 104 
个 mRNA 分 子 的 转录 样板 , 每 个 mRNA 分 子 又 可 编码 10’ 个 蛋白 质 分 子 。 这 样 ， 
一 个 基因 在 3~4 d 的 结 草 期 中 可 编码 合成 10" 个 丝 蛋 白 分 子 ,这 是 结构 基因 中 比较 
典型 的 例子 ,但 也 有 另 一 类 极端 的 例子 。 曾 经 发 现 生物 机 体 为 了 促进 某 种 特殊 蛋 
白质 的 合成 , 在 行使 专门 功能 的 细胞 中 有 可 能 选择 性 地 扩 增 基因 。 例 如 , 某 些 对 
甲 氨 蝶 叭 或 其 他 叶酸 结构 类 似 物 有 持 抗 性 的 肿瘤 细胞 能 合成 比 敏感 细胞 多 200 
倍 的 双 氢 叶酸 还 原 酶 (DHFR)。 这 种 合成 剧 增 的 原因 是 这 些 肿 瘤 细 胞 的 DEFR 
基因 扩 增 了 许多 拷贝 。 由 此 可 见 真 核 基因 组 是 一 个 高 度 能 动 的 结构 /功能 系统 。 

(5) 真 核 基 因 组 的 另 一 个 特点 是 , 真 核 生物 的 结构 基因 往往 并 不 是 由 连续 的 
编码 序列 组 成 的 ,而 是 在 编码 序列 中 间 插 入 了 许多 间隔 序列 。 这 些 不 编码 氨基 酸 
的 间隔 序列 称 为 内 含 子 (intron), 而 编码 蛋白 质 结构 的 序列 称 为 外 显 子 (extron 或 
exon)。 基 因 的 这 种 割裂 结构 或 称 为 割裂 基因 (split gene) 的 发 现 ,是 DNA 结 构 研 
究 的 重大 进展 。 内 含 子 和 重复 序列 的 发 现 为 研究 真 核 基 因 的 结构 和 功能 开拓 了 
新 的 道路 , 它 和 任何 一 次 遗传 学 上 的 重大 发 现 一 样 , 带 来 了 基因 概念 的 新 发 展 。 


84.6 xR Ae Fz 


20 世 纪 70 年 代 中 期 基因 结构 研究 的 一 个 重大 突破 是 割裂 基因 的 发 现 。 
1972 年 ,罗伯茨 (R. J. Roberts) 刚 完成 在 哈佛 大 学 的 博士 后 研究 , 就 受 沃 森 之 邀 
进入 冷泉 港 实验 室 工 作 。 他 做 了 大 量 的 限制 性 内 切 酶 的 分 离 鉴 定 工 作 , 并 把 限 
制 性 酶 用 于 多 种 病毒 的 基因 组 测序 。1974 年 他 开始 腺 病毒 的 mRNA 测序 , 他 和 
他 的 同事 想 通 过 mRNA 5' 端 的 测序 来 确定 腺 病毒 DNA 的 启动 子 序列 , 随 着 实验 
的 一 步 步 进 展 , 在 mRNA 和 DNA 的 序列 比较 过 程 中 ,他们 发 现 了 腺 病毒 基因 被 
割裂 的 生物 化 学 证 据 。 接 着 , 罗伯茨 借助 电子 显微镜 分 析 mRNA 和 DNA 分 子 杂 
交 图 像 ,看 到 了 与 mRNA 不 能 配对 的 DNA 序 列 膨 出 形成 单 链 的 环 , 证 实 了 腺 病 
毒 基因 的 确 被 不 编码 蛋白 质 的 间隔 序列 所 割裂 。1993 年 他 和 麻 省 理工 学 院 的 夏 
普 分 享 了 诺 贝 尔 生理 学 或 医学 奖 。 夏 普 的 工作 与 罗伯茨 完全 独立 但 很 相似 , 他 
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的 研究 小 组 也 在 20 世 纪 70 年 代 中 期 做 腺 病毒 mRNA 的 测序 , 并 进行 相关 的 功能 
研究 , 夏普 发 现在 细胞 核 内 合成 的 很 长 的 RNA 分 子 并 没有 出 现在 细胞 质 中 , 他 猜 
测 这 个 长 RNA 被 细胞 加 工 成 了 较 短 的 mRNA , 接着 他 也 用 mRNA Ail DNA 的 分 子 
杂交 分 析 和 电镜 观察 证 实 了 割裂 基因 的 存在 。 

1977 年 10 月 一 12 月 这 短 短 的 3 个 月 中 ,先后 有 三 个 实验 室 发 现 了 真 核 生 物 
的 割裂 基因 : 一 是 美国 国立 卫生 研究 院 的 莱 德 (P Leder) 发 现 小 鼠 B 珠 蛋白 基 
因 是 割裂 的 ; 二 是 法 国 巴 斯 德 大 学 的 尚 邦 (P Chambon) 发 现 鸡 的 卵 清 蛋白 基 
因 是 割裂 的 ; 三 是 荷兰 阿姆斯特丹 大 学 的 杰 弗 里 斯 (A. Jeffries) 和 弗 拉 维 尔 (R. 
Flavell) 一 起 发 现 兔 的 B 珠 蛋白 基因 也 是 割裂 的 。 下 面 我 们 以 法 国 巴 斯 德 大 学 
的 生化 教授 尚 邦 关于 鸡 卵 清 蛋 白 的 工作 为 例 , 对 割裂 基因 的 发 现 过 程 做 些 介绍 
和 分 析 。 

20 世 纪 70 年 代 中 期 , 尚 邦 开始 用 分 子 生物 学 的 理论 和 方法 来 研究 细胞 分 化 
问题 。 他 选择 的 课题 是 肉 激 素 (estrogens) 和 孕 激素 ( progestins ) 怎样 控制 母 鸡 
输卵管 的 分 化 和 和 蛋清 的 主要 成 分 卵 清 蛋白 (ovalbumin ) 基因 的 表达 。 

卵 清 蛋 白 由 386 个 氨基 酸 组 成 , 由 输卵管 中 高 度 分 化 的 管状 腺 细胞 分 泌 , 但 
只 有 在 雌性 激素 存在 时 , 卵 清 蛋白 基因 才能 得 以 转录 。 为 了 研究 这 个 基因 表达 
的 调控 , 尚 邦 实验 室 的 同事 和 研究 生 从 管状 腺 细胞 中 分 离 到 了 卵 清 蛋白 基因 的 
mRNA (在 这 种 细胞 中 约 50% 的 mRNA 是 卵 清 蛋白 的 mRNA ), 全 长 为 1 872 个 核 
苷 酸 。 这 个 mRNA 分 子 的 $' 端 有 64 个 核 苷 酸 是 不 翻译 的 前 导 序 列 , 3' 端 的 650 个 
核 苷 酸 也 不 翻译 , 中 间 1 158 个 核 车 酸 编码 卵 清 蛋白 的 386 个 氨基 酸 。 以 分 离 到 
的 mRNA 为 样板 ,经 逆转 录 酶 作用 可 获得 卵 清 蛋白 mRNA 的 互补 DNA (cDNA). 
他 们 将 cDNA 克隆 于 质粒 做 进一步 的 结构 和 功能 研究 。 

DNA 结 构 分 析 的 第 一 步 往往 是 限制 性 内 切 酶 谱 分 析 。 尚 邦 等 很 快 发 现在 
这 个 由 逆转 录 途 径 获得 的 cDNA , 或 者 说 “ 卵 清 蛋白 基因 ”, 没有 最 常用 的 内 切 
酶 Eco RI 和 Hin d 开 的 切 点 。 为 了 比较 上 述 逆转 录 “基因 ”和 基因 组 中 真正 的 卵 
清 蛋白 基因 的 结构 (实际 上 是 比较 mRNA 和 DNA 结 构 ), 尚 邦 的 助手 布雷 瑟 纳 克 
(R. Breathnach ) 将 从 鸡 的 红细胞 分 离 到 的 DNA 用 Eco RI 或 Hind 开 处 理 ,并 预先 
估计 这 两 种 酶 虽 会 将 鸡 的 基因 组 DNA 切 成 10~10' 个 片段 ,但 卵 清 蛋白 基因 由 于 
AN Eco RI 的 切割 位 点 而 应 该 是 完整 的 ,所 以 如 果 用 逆转 录 得 到 的 “ 卵 清和 蛋白 基 
因 ” 作 探 针 经 DNA 印迹 杂交 , 应 该 出 现 一 条 杂交 带 。 然 而 多 次 重复 实验 得 到 的 
都 是 4 条 带 。 会 不 会 是 红细胞 基因 组 中 卵 清 蛋白 基因 在 发 育 过 程 中 经 过 了 基因 
水 平 的 结构 分 化 呢 ? 布雷 瑟 纳 克 又 用 来 自 输卵管 细胞 的 基因 组 DNA 做 了 重复 实 
验 , 结果 仍然 出 现 同样 的 4 条 带 。 在 1977 年 的 欧洲 分 子 生 物 学 会 议 上 , 布雷 瑟 纳 
克 和 尚 邦 报告 了 他 们 的 工作 , 与 会 者 却 对 他 们 的 报告 反应 冷淡 , 甚至 有 人 认为 这 
是 实验 操作 造成 的 人 为 产物 。 更 重要 的 是 他 们 自己 也 没有 提出 令 人 信服 的 理论 
假设 来 说 明 “ 多 带 ” 现象 。 会议 以 后 , 他 们 立刻 对 两 种 卵 清 蛋白 基因 做 了 详细 深 
入 的 限制 性 内 切 酶 的 酶 谱 分 析 和 比较 。 实 验 进一步 证 实 来 自 cDNA 的 基因 没有 
Eco RI 的 切 点 ,而 来 自 基因 组 的 卵 清 蛋 白 基 因 却 能 被 Bco RI 切 成 三 段 : Eb、Ec 和 
Ea( 图 4-14)。 这 清楚 地 表明 编码 卵 清 重 白 的 基因 型 DNA 序 列 本 身 没有 Eco RI 
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基因 组 PNA o / ~ 








Eb Ec Ea 


图 4-14 ” 卵 清 蛋 白 基 因 cDNA 和 基因 组 DNA 的 结构 比较 ( 引 自 P. Chambon) 
H: Hha | ; Hd: Hind Ill; X: Xba 1; P: Pst 1; E: EcoRI 


切 点 , 但 它 被 某 些 带 有 Eco RIAIR BRIT T o Hind I 的 酶 谱 分 析 也 
证 实 了 间隔 序列 的 存在 。 

不 久 , 卵 清 蛋 白 基 因 的 mRNA 和 基因 组 DNA 的 分 子 杂 交 的 电镜 照片 完全 证 
实 了 尚 邦 的 设想 。 电 镜 照片 揭示 mRNA 和 基因 组 DNA 有 8 个 可 配对 的 区 段 , 这 
些 是 基因 中 编码 蛋白 质 的 外 显 子 (exon) 部 分 。 男 有 7 个 在 基因 组 DNA 中 存在 ， 
但 在 mRNA 中 没有 同 源 序列 的 内 含 子 (intron ) KBE, 这 些 区 段 在 照片 中 呈现 为 
环 ( 图 4-15)。 可 以 看 到 mRNA 和 DNA 虽 然 有 很 大 的 结构 差异 ,但 从 5' 端 到 3' 
端 仍 保持 着 完整 一 致 的 线性 相关 , 而 且 这 种 线性 相关 还 一 直 延 伸 到 基因 的 蛋白 
产物 。 卵 清 蛋 白 基 因 全 长 7 700 个 碱 基 对 , 相当 于 mRNA 的 4 倍 , 相当 于 外 显 子 
序列 的 7 倍 。 

割裂 基因 这 个 关于 真 核 基因 结构 的 重大 发 现 , 很 快 为 世界 各 国 的 多 个 实验 室 
所 证 实 , 特别 是 瑞士 巴塞 尔 免疫 学 研究 所 的 里 根 川 进 (S. Tonegawa) 发 现 免疫 球 
蛋白 基因 也 是 割裂 基因 , 并 由 此 引发 了 免疫 学 的 一 场 革命 ( 详 见 本 章 § 4.857). 
这 一 系列 发 现 雄辩 地 证 明 在 真 核 基因 组 内 编码 蛋白 质 的 结构 基因 普遍 存在 着 割 
裂 现象 。 

割裂 基因 发 现 后 最 急 待 解决 的 问题 是 ,一 个 编码 序列 被 割裂 的 基因 究竟 是 如 








137 


图 4-15 MAEA 
基因 的 mRNA 和 基因 
组 DNA 的 分 子 杂 交 
的 电镜 照片 (3 AP. 
Chambon ) 


(a) 电 镜 照片 ;(b) 电 
镜 照片 诠释 图 ;(c) 外 显 
子 和 内 含 子 的 分 布 
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图 4-16 ARRAS 
HEARR. MIME 
达 的 示意 


GC 序 杠 CAAT 序 框 TATA 序 框 转录 起 始 区 
cat RAMEE Ca ae mom 





基因 组 DNA 


em 

额外 的 RNA 
L 12 34 ‘16 7 
原始 转录 产物 

5'i 
Te BEI SR IS 
被 切除 的 7 个 内 含 子 国 额外 的 RNA 
L123456 7 
AAAS RNA ID ^ A A4), 
| 一 8NA | 


何 产生 一 个 连续 而 不 间断 的 mRNA ? 生物 化 学 和 细胞 化 学 的 实验 研究 表明 , 从 
转录 的 原始 产物 到 转录 产物 的 加 工 (processing), 包括 内 含 子 的 切除 、 外 显 子 的 拼 
接 , 还 有 加 “ 帽 "和 接 “ 尾 ”等 一 整套 生物 学 反应 。 我 们 还 是 以 鸡 的 卵 清 蛋白 基因 
的 表达 为 例 来 说 明 这 一 系列 反应 (图 4-16)。 

转录 过 程 开始 前 , 先 由 RNA 聚合 酶 识别 转录 起 始 序 列 与 5' 端 “上游 ”的 
转录 起 始 区 段 ( 类 似 原核 基因 组 中 的 促进 子 ) 并 与 之 结合 。 位 于 转录 起 始点 
上 游 25~30 个 碱 基 对 的 TATA 序 框 和 位 于 转录 起 始点 上 游 70~80 个 碱 基 对 的 
CCAAT 序 框 ,很 可 能 是 转录 酶 识别 和 结合 的 关键 序列 , 其 中 TATA 序 框 又 称 戈 
德 堡 - 霍 格 内 斯 序 框 (Goldberg-Hogness box), 其 作用 相当 于 原核 细胞 DNA 中 
的 普 里 布 诺 序 框 (Pribnow box)。 接 着 RNA 聚合 酶 转录 下 整个 基因 的 信息 产 
Æ mRNA 的 前 体 , 称 为 原始 转录 物 。 随 后 是 原始 转录 物 的 修饰 , 主要 是 5' 端 加 
上 三 磷酸 -7- 甲 基 乌 味 叭 (m'Gppp) 和 3' 端 加 上 多 聚 腺 味 叭 (polyA )。 最 后 通 
过 一 系列 的 剪接 步骤 , 切除 不 参与 编码 的 内 含 子 , 把 相 邻 的 外 显 子 拼接 而 成 为 
成 熟 的 mRNA。 只 有 成 熟 的 mRNA 才能 转移 至 细胞 质 作 为 编码 基因 的 蛋白 产 
物 的 信使 。 

那么 , 剪接 又 是 如 何 进 行 的 呢 ? 尚 邦 等 系统 地 分 析 了 取 自 不 同 基 因 中介 于 
内 含 子 和 外 显 子 交 界 处 的 DNA 区 段 的 核 背 酸 序列 , 发 现 每 一 个 内 含 子 都 是 以 GU 
(GT) 开 始 , 以 AG 结 尾 ( 图 4-17)。 据 此 , 尚 邦 提出 前 接 酶 的 识别 和 拼接 必定 和 内 
含 子 的 GU-AG 结 构 直 接 有 关 。 以 后 的 实验 表明 , 鸡 、 免 鼠 、 猴 、 人 以 及 SV40 病 毒 
中 的 剪接 信号 序列 都 有 GU-AG 结 构 , 甚 至 从 A 物 种 分 离 到 的 基因 原始 转录 物 , 在 
B 物 种 细胞 中 也 能 正确 地 剪接 , 产生 成 熟 的 mRNA。 此 后 , GU-AG 拼 接 就 被 称 为 
RNA 加 工 的 尚 邦 法 则 ,或 者 称 为 布雷 瑟 纳 克 - 尚 邦 法 则 。 
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外 显 子 转录 段 内 含 子 转录 段 外 显 子 转录 段 
A A C G ' 


(a) 
外 显 子 1 转 录 段 内 含 子 B 转 录 段 外 显 子 2 转 录 段 


5‘ UAAAUAAG|GUGAGU … UUUUCAAUUACAG [GUUGU …3 
剪接 供 体位 点 | eae 前 接受 体位 点 图 4-17 AGRA 


y 外 显 子 和 内 含 子 间 的 
(b) 5’ > UAAAUAAG|GUUGU =; 3° BY 15 S FN 5] AP. 


外 显 子 1 外 显 子 2 Chambon ) 


8$ 4.7 一 个 基因 编码 多 种 蛋白 质 


原始 转录 本 的 加 工 在 基因 表达 上 具有 十 分 重要 的 意义 , 它 可 以 移 去 内 含 子 ， 
使 RNA 结 构 更 趋 稳定 , 并 且 使 成 熟 的 mRNA 具有 透 过 核 膜 进入 细胞 质 的 能 力 。 
可 以 设想 位 于 DNA 分 子 和 原始 转录 物 上 的 内 含 子 , 即 间隔 序列 , 对 转录 和 转录 物 
的 加 工 是 有 调控 作用 的 。 这 种 调控 不 仅 表现 于 对 转录 和 加 工 速率 的 调节 和 控制 ， 
还 表现 在 对 编码 的 蛋白 质 结构 的 控制 ; 即 由 于 剪接 加 工 过 程 的 不 同 , 使 一 个 基因 
可 以 产生 多 种 mRNA ,编码 多 种 蛋白 质 。 

一 个 基因 多 种 信使 这 种 现象 最 早 是 在 突变 研究 中 发 现 的 。 鸡 卵 清 中 有 一 种 
专 一 性 很 强 的 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 卵 类 黏 蛋白 (chicken ovomucoid, CHOM), 有 人 发 
现 鸡 的 一 种 突变 型 细胞 能 合成 两 种 卵 类 黏 蛋 白 分 子 : 一 种 是 正常 的 , 约 占 总 量 的 
4/5; 另 一 种 缺少 2 个 氨基 酸 ( 纺 氢 酸 和 丝氨酸 )。 核 苷 酸 序列 分 析 表 明 , 这 种 突变 
型 细胞 的 卵 类 黏 蛋白 基因 的 内 含 子 F 的 $' 端 多 了 一 个 额外 的 拼接 信和 号 /GT: 


HGTAGCCT… 一 /G 一 一 T… 


又 如 , 有些 x 地 中 海 贫 血 症 患者 的 w 珠 蛋白 基因 的 转录 产物 缺少 第 一 个 内 含 子 中 
的 5 个 碱 基 , 其 中 包括 剪接 信号 序列 /GT 中 的 T。 某 些 B 地 中 海 贫血 症 患 者 的 B 珠 
蛋白 减少 , 是 由 于 B 珠 蛋白 基因 转录 产物 的 第 一 个 内 含 子 的 3' 端 发 生 了 一 个 点 突 
变 , 形 成 了 新 的 剪接 信号 : 


“TTGG:…TTAG//—*…TTAG:…TTAG// 


这 些 突变 研究 的 新 发 现 告诉 我 们 , 一 个 基因 可 由 于 转录 产物 的 不 同 剪 拼 方式 而 产生 
不 同 的 信使 , 编码 结构 不 同 的 蛋白 质 。 这 类 内 含 子 突变 型 是 不 是 暗示 真 核 基 因 表达 
的 某 种 秘密 呢 ? 在 正常 状态 下 ,一 个 基因 能 不 能 编码 多 种 蛋白 质 产物 呢 ? 
德 诺 托 (F. Denoto ) 等 在 1981 年 兽 用 实验 证 明 人 的 生长 激素 基因 的 原始 转录 
本 中 ,有 一 个 内 含 子 通过 不 同 的 拼接 产生 了 两 种 mRNA ,编码 两 种 蛋白 质 ,它们 的 
分 子 量 和 功能 都 是 不 一 样 的 。 马 里 (J. Marie) 等 也 发 现 大 鼠 红 细胞 和 肝 细 胞 中 的 
丙酮 酸 激酶 的 分 子 量 分 别 为 63 000 和 60 000。 编 码 这 两 种 酶 的 mRNA 的 体外 翻 


140 | SA: 探究 .思辨 与 创新 


图 4-18 SREE 
mRNA 的 转录 和 组 织 
特异 性 拼接 过 程 ( 改 自 
M. G. Rosenfld) 

外 显 子 C1、.C2 是 
共同 编码 区 ; 外 显 子 
Cal 和 CGRP 是 组 织 特 
异性 编码 区 。 


降 钙 素 基因 DNA polyA 位 点 


转录 后 在 不 同 的 组 织 中 
经 历 不 同 的 剪接 


Cal mRNA CGRP mRNA 
=x 
在 甲状 腺 C 细 胞 中 在 神经 细胞 中 
合成 降 钙 素 前 体 合成 CGRP 


译 实验 表明 , 这 是 同一 原始 转录 本 的 不 同 剪接 产生 了 组 织 特异 性 mRNA, 随 之 编 
码 了 组 织 特异 性 蛋白 质 和 酶 。 

1983 年 , Š EII KA Salk WRIA RIEZ (Michael G. Rosenfeld) 等 
对 降 钙 素 基 因 的 组 织 特异 性 拼接 进行 了 详细 的 研究 。 他 们 发 现 神 经 组 织 中 的 降 
钙 素 基因 产生 的 mRNA 和 甲状 腺 C 细 胞 中 同一 基因 编码 的 mRNA 不 一 样 。 甲 状 
腺 C 细 胞 的 mRNA 编码 降 钙 素 的 前 体 , 而 在 神经 组 织 中 的 mRNA 则 编码 一 种 神 
经 肽 , 称 为 降 钙 素 基因 相关 肽 (calcitonin gene-related peptide, CGRP). CGRP fy 
分 布 和 代谢 表明 它 在 伤害 感受 、 摄 食 行为 以 及 自主 系统 和 内 分 泌 系统 调节 中 起 着 
某 种 作用 。 图 4-18 显示 了 降 钙 素 基因 的 原始 转录 物 在 甲状 腺 C 细 胞 (“C”) 和 神 
经 细胞 中 的 组 织 特异 性 剪接 的 主要 差别 和 随后 的 翻译 过 程 。 

1984 年 底 , 日 本 京都 大 学 医学 院 的 神经 生物 学 家 中 西 重 忠 (S. Nakanishi) 等 报 
道 了 另 一 种 哺乳 动物 神经 肽 前 原 速 激 肽 原 (preprotachykinin ) 基因 的 mRNA 在 神经 
组 织 和 其 他 组 织 ( 如 甲状 腺 、 肠 道 等 ) 中 经 不 同 剪接 的 mRNA 编码 不 同 蛋白 质 的 研 
究 结果 。 在 神经 组 织 中 编码 的 是 激 肽 入 物质 ,在 甲状 腺 和 小 肠 中 编码 的 是 激 肽 P 物 
质 , 这 两 种 激 肽 的 共同 基因 是 前 原 速 激 肽 基因 。 同 一 基因 在 不 同 组 织 中 , 表现 出 质 
和 量 都 不 相同 的 表达 产物 , 暗示 在 真 核 系统 中 很 可 能 存在 某 种 组 织 特异 性 调控 系 
统 ,这 是 近年 来 基因 功能 表达 调控 研究 中 值得 密切 关注 的 动向 。 


8$ 4.8 体 细 胞 的 DNA 重 排 和 基因 表达 调控 


本 节 讨 论 的 问题 是 位 于 基因 组 中 不 同 部 位 的 DNA 片段 , 怎样 通过 DNA 水 平 
上 的 重组 成 为 不 同 的 结构 基因 。 这 样 的 研究 将 大 大 增进 我 们 对 基因 的 认识 。 我 
们 将 以 免疫 球 蛋 白 基因 表达 的 调控 为 例 , 来 介绍 这 方面 的 研究 进展 。 

每 种 免疫 球 和 蛋白 分 子 都 由 轻 链 和 重 链 两 种 肽 链 组 成 。 每 条 轻 链 又 分 为 N 端 
可 变 区 (V) 和 C 端 恒定 区 。V 区 主要 用 于 识别 抗原 ,C 区 和 抵御 抗原 的 免疫 效应 
有 关 。 决 定 免疫 球 蛋白 分 子 结构 的 有 三 类 不 连锁 的 基因 族 , 其 中 两 类 (入 和 *) 决 
we ee (LL) ,一 类 决定 重 链 (H)。 
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L 链 由 三 个 不 连锁 的 基因 抗原 结合 区 
段 编码 , 称 为 可 变 段 (VL)、 连 接 
EO) 和 和 恒定 段 (C.)。 哺 乳 动 
物 的 单 倍 体 基因 组 有 数 以 百 计 
AY VLE, 5~6 45, B, 10~12 个 Ci 
段 。 在 分 化 过 程 中 , 一 个 B 淋 巴 细 
胞 基因 组 中 的 某 个 Vi 段 , 可 从 原 
来 的 位 置 经 过 缺失 重 排 (deletion 
rearrangement) 与 同一 染色 体 远 端 ee 
的 二 和 Cr 区 域 相连 。DNA 分 子 的 这 一 重 排 使 V 工 和 Cn 三 段 拼接 在 一 起 , 转录 
出 连续 的 mRNA 前 体 , 经 剪接 和 加 工 修饰 后 可 产生 编码 特异 性 抗体 分 子 的 工 链 的 
mRNA Fo PARI V 工 和 Cr 之 间 的 DNA 重 排 , 使 机 体 的 免疫 系统 拥有 产生 
种 类 非常 繁多 的 抗原 特异 性 免疫 球 蛋 白 的 巨大 潜能 。 这 就 是 工 链 产 生 中 的 V-J 
BRE (V-J joining)( 图 4-20)。 

了 链 由 4 个 基因 段 编码 : 可 变 段 (Va)、 歧 异 段 (D)、 EHR, 和 恒定 段 
(Cy). HEKI A] 2B KA V-D-J BREE (V-D-J joining) 而 成 的 V-D-JDNA 区 段 编 
码 的 。Hc 段 共有 8 个 基因 ,其 顺序 依次 为 : Cu, Cô, Cy3 Cyl .Cy2b.Cy2a Ca fil Ce. 
V-D-J 区 经 跃迁 重 排 和 不 同 的 Cj 基因 相连 ,构成 了 编码 各 种 免疫 球 蛋 白 分 子 中 H 
链 的 基因 。 与 8 个 Hc 对 应 的 8 种 免疫 球 蛋 白 分 别 是 IgM IgD, IgG3 IgG1 IgG2b、 
IgG2a IgA 和 IgE。 工 链 产 生 中 的 V-J 跃 迁 和 V-D-J 跃 迁 的 比较 如 图 4-21。 

在 细胞 分 化 的 过 程 中 , 分 泌 具 有 针对 某 一 特异 性 抗原 的 抗体 分 泌 细 胞 会 
合成 并 分 泌 出 不 同类 型 的 抗体 。 这 些 抗体 具有 相同 的 抗原 特异 性 (antigen 
specificity), 但 生物 学 作用 并 不 相同 。 这 些 抗体 分 子 的 L 链 和 HH 链 的 Va 区 是 一 
样 的 , 只 是 Cs 区 不 一 样 , 因而 一 个 B 淋 巴 细胞 和 由 它 衍生 而 来 的 细胞 克隆 , 能 通 
过 遗传 转型 (class switching ) 产生 一 系列 针对 同一 抗原 特异 性 的 抗体 。 遗 传 转型 
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图 4-19 抗体 结构 示意 


图 4-20 ”Vxk-Jk 跃 迁 的 
分 子 模型 示意 
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K 轻 链 V-J 跃 迁 重组 过 程 重 链 V-D-J 跃 迁 重 组 过 程 
= sacs 六 生殖 细胞 基因 组 | 
mh wi a i eee TAE LV Lym “Ve Da Dm ees C, 
DNARER | . DNA 跃迁 重 排 
Dia 
B 细 胞 DNA 
免疫 细胞 DNA 
LVa L Vg LVg J2 J3 J4 J5 ee 
3’ Dus | 转录 
原始 转录 产物 征用 SA E 原始 转录 产物 ZAE 
T oe LVa 233455 G 
-A-A-A-A- wa 
LVs J2C, polyA mRNA 
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(a) 


图 4-21 轻 链 形成 中 
的 V-J 跃 迁 重 排 (a) 和 
重 链 形成 中 的 V-D-J 
跃迁 重 排 (b) 


S aN 
eS 


是 免疫 系统 细胞 分 化 过 程 中 的 又 一 类 DNA 水平 上 的 结构 重 排 。 

归纳 起 来 , 在 工 链 编码 区 形成 中 的 V-J 跃 迁 和 链 编码 区 形成 中 的 V-D-J 
BRIE, 决定 了 特定 淋巴 细胞 的 抗体 免疫 识别 特性 , 随后 的 遗传 转型 决定 了 所 分 
泌 的 抗体 的 类 型 。 这 里 我 们 将 讨论 一 下 V-J 跃 迁 和 V-D-J 跃 迁 中 发 生 的 分 子 
事件 。 

在 未 分 化 的 细胞 中 (如 性 腺 中 的 原始 性 细胞 ) 编 码 k 链 (L 链 一 种 ) 的 J 和 C、 
段 是 紧密 连锁 的 ,但 V. 则 位 于 同一 染色 体 的 远 端 。 在 已 分 化 的 B 淋 巴 细胞 中 , 大 
约 100 个 或 更 多 的 V. 基 因 中 的 一 个 (由 抗原 决定 V. 基 因 段 的 选择 ) 和 4 个 天 基因 
段 中 的 一 个 经 缺失 重 排 牙 迁 在 一 起 , 这 样 就 形成 了 连续 的 能 编码 107 个 氨基 酸 的 
V. 区 编码 段 。 其 中 V,. 段 编码 1~95 位 氨基 酸 ,下 段 编码 96~107 位 氨基 酸 。 玉 和 C。 
之 间 的 间隔 序列 在 原始 转录 物 的 剪接 加 工 中 被 切除 ,最 后 得 到 连续 的 编码 抗体 分 
子 工 链 的 mRNA。 

在 亚 分 子 水平 上 , V. 和 天 (以 及 另 一 种 工 链 和 的 V 和 也 ) 间 的 缺失 重 排 的 关键 
与 两 组 很 短 的 保守 序列 (conserved sequences) 直接 有 关 。 其 中 一 组 位 于 V, 基 因 
段 的 3' 端 , 男 一 组 位 于 .基因 段 的 5' 端 。 各 组 都 包括 两 小 段 保守 序列 , 一 段 长 7 
个 碱 基 对 , 另 一 段 长 9 个 碱 基 对 , 介 于 两 段 间 的 非 保守 序列 虽然 组 分 各 异 , 但 长 度 
是 比较 恒定 的 ,对 V, 来 讲 总 是 长 11 或 12 个 碱 基 对 ,对 了 来 讲 总 是 21~24 个 碱 基 对 
(在 和 链 基因 中 ,对 V 来 讲 是 22~23 个 碱 基 对 ,对 二 来 讲 是 12 个 碱 基 对 ), 这 个 间距 
相当 于 DNA 分 子 中 1~2 个 完整 的 螺旋 。 有 人 设想 在 淋巴 细胞 中 可 能 有 两 种 “ 跃 
EEA”, 它们 能 识别 长 度 相当 于 1~2 个 螺旋 的 间隔 序列 段 , 并 与 之 形成 复合 物 ， 
催化 缺失 重 排 反 应 , 组 成 连续 的 V, 或 w 区 段 。 图 4-22 是 已 分 化 的 B 淋 巴 细胞 中 
V,-J, EREHE HERE 
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编码 区 
密码 子 95 


5 -V Bt----XYZ  |----CACAGTG |11 一 12 个 核 背 酸 |ACAAAAACC ------; 
!| 图 4-22 已 分 化 的 B 淋 


3'-J 段 ----UVW | ---GTGTCAC [一 24 个 核 背 酸 ]TGTTTTTGG ------—2 | EARE P Ved BRE BD 


密码 子 96 可 能 模式 


非 编码 区 





重 链 可 变 区 编码 基因 段 的 形成 , 涉及 更 为 复杂 的 Vy-D- 有 跃迁 ,研究 表明 在 
Vy AID, 以 及 D 和 了 玉 之 间 也 有 类 似 图 4-22 所 示 的 重 排 关 键 序列 , 暗示 轻 链 中 的 
V-J 跃 迁 和 重 链 中 的 V-D-J 跃 迁 很 可 能 由 同一 套 跃 迁 蛋 白 来 完成 的 。 

对 于 重 链 编码 基因 来 讲 , 在 形成 V-D-J 区 后 还 要 经 遗传 转型 和 适当 的 Cu 区 
相 接 才 能 形成 完整 的 重 链 基因 。 在 分 记 免 疫 球 蛋 白 的 B 淋 巴 细胞 及 其 衍生 的 细胞 
克隆 , 以 及 作为 分 化 终点 浆 细 胞 的 发 育 过 程 中 , 它 产生 和 分 泌 的 免疫 球 蛋 白 的 类 
型 是 有 一 定时 序 的 ,一 般 先 分 泌 IgM ,随后 转型 至 其 他 类 型 ,如 IgA 或 lgG 等 。 在 未 
经 免疫 分 化 的 细胞 的 基因 组 中 ,及 段 是 和 CC, 基 因 相 邻 的 ,一 旦 Vs-D- 有 跃迁 完成 ， 
就 能 转录 出 HH, 的 mRNA 前 体 , 经 剪接 加 工 即 可 编码 IgM 的 重 链 。 然 而 , 随 着 分 化 
所 分 泌 的 免疫 球 蛋 白 由 IgM 向 IgG 转 型 , 这 时 亲 代 B 细 胞 的 V-D-J 区 必须 和 C, 基 
因 作 遗传 转型 以 产生 H, 的 mRNA 前 体 。 遗 传 转型 只 改变 抗体 分 子 的 类 型 , 而 不 
改变 抗体 的 特异 性 可 变 区 的 结构 。 染 色 体 上 Cu 基因 的 次 序 是 从 5' 端 的 C, 开 始 逐 
步 向 Ci、C,3,Cy1、Cy2b、Cy2a、C。 和 C。 展 开 的 ,所 以 遗传 转型 从 发 育 时 序 来 讲 是 单 向 
的 , 总 是 随 着 分 化 时 序 从 DNA 分 子 的 5' 端 向 3' 端 转型 。 图 4-23 是 产生 具有 相同 
的 抗原 特异 性 的 不 同 抗体 的 遗传 “转型 ” 示意 图 。 尽 管 不 同 的 转型 位 点 的 结构 不 
相同 ,但 都 有 和 转型 剪接 有 关 的 保守 序列 ,以 便 进行 正确 有 效 的 结构 重 排 。 


在 B 细 胞 中 表达 的 IgM 重 链 基因 


boc | 


相关 的 酶 切除 转型 的 DNA 片 段 


县 


转型 区 段 的 非 同 源 DNA 片 段 相 互 连 接 


I 9% 


在 B 细 了 胞 中 表达 IgG 重 链 位 点 的 基因 结构 
+h hH 图 4-23 产生 具有 相 
— =m 同 抗原 特异 性 的 不 同 抗 


切除 的 DNA 片 及“ 体 的 遗传" 转型 "示意 
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值得 注意 的 是 免疫 细胞 基因 片段 之 间 有 规律 \ 受 调控 的 跃迁 剪接 将 会 显著 地 
增加 整个 基因 组 的 信息 量 。 它 不 仅 增 加 了 可 变 区 的 歧 异 性 ,而且 在 保留 抗原 特异 
性 信息 的 基础 上 ,使 细胞 能 随 着 分 化 而 改变 其 作为 免疫 效应 器 的 功能 。 

与 免疫 细胞 的 发 育 和 分 化 有 关 的 DNA 结 构 重 排 似 乎 很 复杂 , 然而 这 个 过 程 
很 可 能 只 是 由 一 组 特异 的 跃迁 蛋白 通过 识别 高 度 保守 的 关键 序列 来 调节 和 控制 
的 ,而 跃迁 蛋白 又 可 能 与 某 种 抗原 的 刺激 造成 的 诱导 和 阻 遏 调控 有 关 。 从 这 个 意 
义 上 讲 , 免疫 细胞 可 能 成 为 研究 真 核 生 物 发 育 和 分 化 过 程 , 及 其 与 机 体内 微 环境 
相互 作用 的 细胞 模型 。 

在 免疫 细胞 的 分 化 中 ,除了 DNA 水 平 上 的 重 排外 , 还 有 RNA 水 平 上 的 剪 
接 调 控 。 如 上 所 述 , 分 化 中 的 B 细 胞 最 先 合成 的 免疫 球 蛋白 是 IgM。 但 是 , 并 
非 所 有 的 IgM 都 透 过 细胞 质 膜 分 泌 出 去 , 而 是 有 一 部 分 IgMH 链 的 C 端 区 仍 和 
细胞 膜 相 贴 , 成 为 整合 于 细胞 质 膜 的 膜 蛋 白 。 分 变型 IgM HW EN ps, 结合 
于 膜 的 IgM 的 hn 链 称 为 auw。 同 一 个 B 细 胞 及 其 克隆 能 合成 两 种 不 同 的 IgM。 
hs 和 huw 的 氨基酸 序 列 从 Cu 到 Ch4 都 是 一 样 的 , 所 不 同 的 是 hs 的 C 端 有 20 个 
亲 水 氨基 酸 ,使 IgM 分 沁 型 易于 进入 体液 。 而 hv 的 C 端 有 39 个 疏水 氨基 酸 ,这 
些 下 水 氨基 酸 序列 能 插 人 玻 水 的 双 层 细胞 质 膜 。 所 以 编码 同和 hw 的 mRNA 是 
不 同 的 。 现 已 分 离 到 这 两 种 mRNA , 编码 hv 的 mRNA 长 2 700 个 碱 基 , 编码 hs 
的 mRNA 长 2 400 个 碱 基 。 基 因 组 DNA 和 这 两 种 mRNA 的 比较 研究 证 实 , 这 
两 种 mRNA 有 一 个 共同 的 前 体 RNA, 经 过 不 同 的 剪接 加 工 形成 不 同 的 mRNA， 
进而 导致 两 种 上 链 的 合成 。 这 是 “一 个 基因 , 两 种 蛋白 ”的 又 一 实例 , 它 又 一 次 
告诉 我 们 , RNA 的 剪接 加 工 是 一 个 可 调控 的 过 程 , 它 可 以 使 一 个 基因 产生 两 个 
某 些 功 能 相关 而 氨基 酸 排 列 各 蜡 的 蛋白 质 , 使 一 个 基因 能 编码 生物 学 功能 不 尽 
一 致 的 两 种 蛋白 质 。 


84.9 真 核 基因 组 的 调控 


分 化 了 的 真 核 细胞 中 , 往往 只 表达 它 所 拥有 的 成 千 上 万 的 基因 中 的 少数 基 
因 , 这 类 选择 性 表达 调控 是 怎样 实现 的 ?” 研究 这 个 问题 不 仅 有 理论 意义 , 也 有 
重大 的 实际 应 用 价值 。 在 原核 生物 基因 组 中 , 结构 基因 的 转录 调控 因子 ,包括 
阻 遏 物 编码 序列 , 促进 子 和 操纵 基因 等 都 是 位 于 它 的 5 端 “ 上 游 ” 的 ,各 部 分 的 
功能 基本 上 是 清楚 的 。 当 人 们 把 原核 基因 组 的 调控 知识 推广 延伸 到 真 核 基 因 
组 时 ,很 自然 地 把 注意 力 集 中 到 受 控 基因 的 5' 端 上 游 。 但 是 , 近年 来 的 一 些 研 
究 报 告 表明 , 人 类 成 年 型 B 珠 蛋白 基因 可 能 存在 一 个 位 于 转录 起 始点 3' 端 下 游 
的 调控 序列 。 

真 核 基 因 的 5' 端 调控 因子 可 分 为 三 类 ,它们 的 功能 、 碱 基 序 列 特点 和 相对 于 
转录 起 始点 的 位 置 各 不 相同 。 第 一 类 是 最 靠近 转录 起 始点 的 TATA 序 框 , 又 称 为 
TATA 28 5 它 的 序列 中 含有 较 多 的 腺 味 叭 和 胸腺 喀 啶 对 , 其 主要 作用 是 确定 转录 
起 始点 。 一 般 来 讲 , 多 数 基 因 的 转录 起 始点 位 于 TATA 序 框 的 下 游 30 个 碱 基 对 
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CCAAT& TATAR 
/ 结构 基因 


远 端 增强 子 。 促进 子 远 端 增强 子 
NS 和 
506 
ANP 外 显 子 “内 含 子 


约 300 bp 


左右 (图 4-24)。 第 二 类 是 5' 端 调控 因子 是 CCAAT 序 框 , 又 称 为 CCAAT 盒 , 其 
位 置 变动 范围 比 上 述 的 TATA 序 框 宽 一 些 , 往往 位 于 转录 起 始点 上 游 40~110 个 
碱 基 对 。CCAAT 序 框 的 作用 主要 是 决定 转录 的 水 平 。 第 三 类 上 游 调控 因子 称 
为 增强 子 (enhancer)。 最 先是 在 狄 病毒 SV40 中 发 现 的 , 它 能 在 远离 结构 基因 的 
地 方 发 挥 刺激 转录 、 大 大 提高 转录 的 水 平 。 如 果 把 SV40 的 增强 子 和 家 免 的 小 B 
珠 蛋 白 基因 组 和 人 同一 质粒 后 转 染 HeLa 细 胞 , 可 使 珠 蛋 白 的 mRNA 合成 增加 200 
倍 。 另 外 ,有 的 研究 报告 还 认为 增强 子 可 能 还 有 某 些 基因 转录 的 组 织 特异 性 调 
节 因 子 的 作用 。 

人 类 基因 组 中 有 “下 游 ”调控 因子 的 证 据 最 早 来 自 对 B 珠 蛋白 表达 调控 的 研 
究 。 成 人 型 的 a 珠 蛋 白 基 因 是 在 出 生前 后 都 得 到 表达 的 , 而 成 人 型 的 B 珠 蛋白 基 
因 是 在 胚胎 期 表达 的 s 珠 蛋白 基因 和 胎儿 期 表达 的 Y 珠 蛋白 基因 表达 之 后 才 开始 
表达 的 。 为 了 研究 这 种 随 着 分 化 发 育 而 变化 的 表达 调控 , 查 尼 (P. Charney ) 等 进 
行 了 一 系列 基因 转移 实验 。 他 们 先 把 人 的 $B 珠 蛋白 基因 克隆 在 适当 的 载体 上 , 然 
后 转 入 小 鼠 的 红 白 血 病 细胞 系 ( 简 称 MEL) 细 胞 。 经 诱导 处 理 后 ,在 鼠 细 胞 内 源 
a 珠 蛋白 基因 和 B 珠 蛋白 基因 得 到 转录 的 同时 , 外 源 的 人 B 珠 和 蛋白 基因 也 得 到 同 
步 表 达 。 接 着 , 查 尼 用 人 的 w 珠 蛋白 基因 做 了 类 似 的 实验 , 结果 在 同样 的 诱导 条 
件 下 au 珠 蛋白 基因 不 能 表达 。 说 明 人 的 a 珠 蛋白 基因 5$' 端 的 调控 区 对 诱导 因素 
不 敏感 。 在 上 述 实验 基础 上 , 查 尼 把 人 的 a 珠 蛋 白 基 因 的 5' 端 上 游 调控 区 段 和 人 
的 B 珠 蛋白 基因 的 编码 区 段 组 合成 杂 合 分 子 , 转 染 MEL 细胞 后 , 再 做 诱导 实验 ， 
发 现 杂 合 分 子 上 的 B 珠 蛋白 结构 基因 的 诱导 转录 水 平 与 具有 完整 的 5' 端 上 游 调 
控 区 段 的 B 珠 蛋白 基因 的 表达 完全 一 样 。 同 年 , 赖 特等 用 根本 不 能 被 诱导 的 人 胚 
胎 Y 珠 蛋白 基因 的 5' 端 促进 子 区 段 , 或 小 鼠 组 织 相 容 性 抗原 H-2K 的 促进 子 区 
Br, 和 成 人 的 B 珠 蛋白 基因 的 编码 区 段 组 成 的 杂 合 分 子 转 染 MEL 细胞 , 发 现 杂 合 
DNA 分 子 的 诱导 转录 活性 和 完整 的 成 人 B 珠 蛋白 基因 也 是 一 样 的 。 这 一 系列 实 
验 的 结果 表明 ,了 B 珠 蛋白 基因 除了 完整 的 功能 上 重要 的 5' 端 上 游 促进 子 外 ,还 在 
结构 基因 内 部 带 有 某 种 对 于 在 红细胞 中 适当 表达 至 关 重要 的 调控 序列 。 应 该 指 
出 ,人 的 B 珠 蛋白 基因 只 是 最 早 被 发 现 转录 起 始点 下 游 带 有 表达 调控 序列 的 基因 
之 一 ,实际 上 这 是 一 个 非常 普遍 的 现象 。 例 如 ,非洲 爪 蛙 (Xenopus laevis) 的 SS 核 
糖 体 RNA 基 因 的 结构 基因 段 也 有 调控 因子 , 在 小 鼠 的 免疫 球 蛋 白 基因 的 内 含 子 
中 也 发 现 有 一 个 增强 子 , 鸡 的 胸腺 喀 啶 激酶 基因 内 也 存在 一 种 基因 内 调控 因子 
(intragenic control element), 

上 面 讨论 的 实验 研究 引出 了 一 个 重要 问题 : 真 核 基因 内 含 子 的 功能 之 一 
是 不 是 调控 外 显 子 表达 的 速率 呢 ? 有 人 曾经 发 现 某 些 时 间 和 空间 表达 同步 


4-24 真 核 结构 基 
因 的 三 类 转录 调控 因子 
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的 真 核 基因 的 内 含 子 中 , 存在 或 长 或 短 的 共同 的 序列 。 如 果 进 一 步 证 实 这 些 
共同 序列 与 基因 的 同步 表达 有 关 , 将 成 为 内 含 子 直 接 参 与 基因 表达 调控 的 重 
要 证 据 。 另 外 ,从 20 世 纪 90 年 代 开 展 人 类 基因 组 计划 研究 以 来 , 关于 基因 组 
中 不 编码 蛋白 质 的 区 段 在 真 核 基因 表达 调控 过 程 中 的 作用 已 经 成 为 遗传 学 
研究 的 一 个 重要 内 容 。 训 无 疑问 , 真 核 生物 基因 表达 调控 问题 的 全 貌 尚未 完 
全 清楚 。 

实际 上 ,基因 表达 调控 还 涉及 基因 组 以 外 的 诸多 因素 。 我 们 想 以 级 联 磷酸 化 
对 特定 蛋白质 的 翻译 水 平 的 影响 为 例 来 说 明基 因 表达 的 非 基 因 组 调控 。 

把 网 织 红 细胞 (reticulocytes ) 的 提取 液 在 适当 的 条 件 下 孵育 , 它 会 以 相当 快 
的 速率 合成 血红 蛋白 (hemoglobin 的 亚 单位 ), 直到 血红 素 (heme) 用 完了 才 会 停 
止 合成 。 血 红 素 供应 中 止 之 所 以 能 导致 蛋白 质 合成 降低 , 原因 是 在 反应 系统 中 很 
快 形 成 了 一 种 酶 性 抑制 和 蛋白。 这 种 抑制 蛋白 的 生化 本 质 是 一 种 蛋白 激酶 , EA 
分 子 是 蛋白 质 翻 译 的 起 始 因子 elIF-2。eIF-2 是 8 种 真 核 细 胞 翻译 起 始 因 子 中 最 
重要 的 一 种 , 它 的 作用 是 和 GTP 结 合 , 并 把 met-tRNA 移 人 核糖 体 的 40S 亚 单位 。 
eIF-2 一 旦 被 激酶 磷酸 化 , 则 会 失 活 而 影响 蛋白 质 合 成 的 起 始 。 图 4-25 是 血红 素 
调节 蛋白质 合 成 的 示意 图 。 从 图 中 可 以 看 出 ,能 使 IF-2 失 活 的 eIF-2 激 酶 有 两 
种 存在 形态 : 一 种 是 非 磷酸 化 的 钝 化 态 , 一 种 是 磷酸 化 的 活化 态 。eIF-2 激 酶 的 
磷酸 化 则 是 由 一 种 依赖 于 环 磷 腺 苷 的 激酶 来 催化 的 。 这 种 依赖 于 环 磷 腺 苷 的 激 
酶 有 4 个 组 分 : 2 个 调控 亚 单位 R 和 2 个 催化 亚 单位 C, 合 起 来 是 R,C;,。 当 cAMP 
存在 时 , cAMP 能 把 R,C, 离 解 而 释 出 催化 组 分 C, 但 这 个 反应 经 常 处 于 受 血 红 素 
阻 遏 的 状态 。 只 有 当 血 红 素 耗 尽 时 , 催化 组 分 C 才 能 从 RC, 中 释 出 , 并 活化 eIF- 
2 激酶 , 随 之 活化 态 的 eIF-2 激 酶 又 进而 使 IEF-2 磷 酸化 而 失 活 , 降低 细胞 的 蛋 
白质 合成 水 平 。 连 起 来 看 , 这 是 一 种 由 多 种 激酶 的 级 联 磷 酸化 (phosphorylation 
cascade ) 在 翻译 水 平 对 基因 功能 表达 的 调控 。 

近年 来 关于 真 核 基因 组 结构 和 功能 的 研究 大 大 增进 了 我 们 在 细胞 水 平 、 染 色 
质 水 平和 分 子 水 平 上 对 真 核 本 质 的 认识 。 然 而 ,必须 清醒 地 看 到 ,造成 分 化 、 发 育 
和 性 状 歧 异 的 主要 原因 正 是 真 核 基因 功能 表达 的 调节 和 控制 的 关键 。 对 于 基因 
功能 表达 的 多 层次 、 多 步骤 上 是 具 时 空 特征 的 调节 和 控制 机 制 ( 图 4-26) ,我们 至 今 
仍 在 不 断 探索 。 


camps (RC) F= (2C) +2ReAMP 


Pe 


( 钝 化 态 ) ATP (活化 态 ) 


oa) ea") 
Ce) ea") 
(活化 态 ) =A 


图 4-25 级 联 磷酸 化 导致 翻译 起 始 因子 elF-2 失 活 ( 改 自 L. Stryer) 
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细胞 膜 
细胞 质 
淄 和 白质 激活 水 平 调控 
(可 逆 的 ) 
行使 功能 后 经 
修饰 失 活 或 降解 


亚 细 胞 定位 调控 
蛋白 质 定位 于 行使 功能 的 细胞 器 或 特定 区 域 
图 4-26 真 核 基因 表达 的 多 层次 .多 步骤 且 具 时 空 特征 的 调节 和 控制 示意 


最 近 20 年 来 的 大 量 研究 告诉 我 们 , 真 核 基因 功能 表达 的 调节 和 控制 方面 最 
为 重要 的 进展 是 有 关 表 观 遗传 学 的 蓬勃 兴起 和 迅速 发 展 。 下 一 章 专门 讨论 表 观 
遗传 学 问题 。 
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一 个 多 细胞 生物 体 的 不 同类 型 细胞 都 源 自 同一 个 受精 卵 , 它 们 的 基因 型 是 完 
全 一 样 的 ,然而 它们 的 表 型 是 各 不 相同 的 , 这 是 由 于 经 历 发 育 和 分 化 的 不 同类 型 
的 细胞 之 间 存 在 着 基因 表达 模式 (gene expression pattern) 的 差异 。 也 就 是 说 , 决 
定 一 个 多 细胞 生物 体 的 多 种 多 样 不 同 细胞 类 型 的 不 是 基因 本 身 , 而 是 决定 特定 细 
胞 结构 和 功能 的 基因 表达 模式 。 在 整个 生命 过 程 中 ,通过 细胞 分 裂 来 传递 和 稳定 
地 维持 具有 组 织 和 细胞 特异 性 的 基因 表达 模式 对 于 整个 多 细胞 生物 体 的 结构 和 
功能 协调 至 关 重 要 。 

基因 表达 模式 在 细胞 世代 之 间 的 可 遗传 性 并 不 仅仅 依赖 细胞 内 DNA 的 序 
列 信息 , 基因 表达 模式 的 信息 标记 还 包括 DNA 序 列 信息 之 外 的 表 观 遗传 修饰 
(epigenetic modification)。 已 知 的 表 观 遗传 修饰 标记 主要 包括 DNA 分 子 中 特定 
碱 基 的 化 学 修饰 (如 胞 喀 啶 的 甲 基 化 等 )、 组 成 核 小 体 的 组 蛋白 化 学 修饰 (如 组 
蛋白 N 端 的 乙酰 化 . 甲 基 化 、 磷 酸化 泛酸 化 等 ) 和 染色 质 构 型 重 塑 chromatin 
remodeling)。 在 胚胎 发 育 和 分 化 过 程 中 ,建立 和 删除 表 观 遗传 修饰 标记 的 编程 与 
重 编程 涉及 大 量 的 酶 、 修 饰 蛋 白 复合 体 , 以 及 种 类 和 功能 极为 复杂 多 样 的 非 编 码 
核糖 核酸 (non-coding RNA, nc-RNA) 参与 的 细胞 和 分 子 机 制 。 

通过 有 丝 分 裂 或 减 数 分 裂 来 传递 非 DNA 序 列 信 息 的 现象 称 为 表 观 遗传 
(epigenetic inheritance )。 表 观 遗 传 调 控 (epigenetic regulation) 是 指 不 依赖 DNA 
序列 改变 而 对 基因 转录 和 翻译 进行 动态 调控 , 其 核心 问题 是 组 蛋白 的 化 学 修饰 、 
DNA F HE, Wii ATP 的 染色 质 重 塑 、 组 蛋白 变 体 以 及 非 编码 RNA 等 表 观 遗传 
因子 参与 调节 染色 体 结 构 的 建立 、 维 持 和 动态 变化 。 表 观 遗 传 学 (epigenetics ) 则 
是 研究 不 涉及 DNA 序 列 改 变 的 基因 表达 和 调控 模式 的 可 遗传 变化 , 或 者 说 是 研 
究 从 基因 演绎 为 表 型 的 过 程 和 机 制 的 一 门 新 兴 的 遗传 学 分 支 。 表 观 遗 传 的 异常 
会 引起 表 型 的 改变 、 机 体 结 构 和 功能 的 异常 , 甚至 疾病 的 发 生 。 表 观 遗 传 学 正在 
成 为 遗传 学 的 一 个 重要 组 成 部 分 。 


55.1 表 观 遗传 修饰 的 标记 
研究 得 最 清楚 的 也 是 最 重要 的 表 观 遗传 修饰 形式 是 DNA 甲 基 化 (DNA 
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图 5-1 胞 喀 啶 甲 基 化 
及 甲 基 化 型 的 维持 机 制 

(a) 胞 喀 啶 甲 基 化 
反应 ;(b)DNA 复 制 后 
甲 基 化 型 的 维持 


methylation)。DNA 甲 基 化 主要 是 基因 组 DNA 上 的 胞 喀 啶 第 5 位 碳 原子 和 甲 基 
间 的 共 价 结合 , 胞 喀 喧 由 此 被 修饰 为 5- 甲 基 胞 喀 啶 (5-methylcytosine, S-mC)。 哺 
乳 动 物 基 因 组 DNA 中 5-mC 占 胞 喀 啶 总 量 的 2%~7%, 绝 大 多 数 5-mC 存 在 于 CpG 
HK (CpG doublets) 中 。 哺 乳 类 动物 基因 组 中 的 CpG 二 联 核 萌出 现 的 频率 
远 低 于 4 种 碱 基 随机 排列 所 预期 的 频率 , 但 对 蛋白 质 编 码 基 因而 言 , CpG 二 联 核 
苷 并 不 呈现 基因 组 总 DNA 中 的 低频 率 。 在 结构 基因 的 调控 区 段 , CpG SIKH 
常常 以 成 篮 串 联 的 形式 排列 。 结 构 基 因 5' 端 附近 富 含 CpG 二 联 核 苷 的 区 域 称 为 
CpG $ (CpG islands )。 

约 40% 的 哺乳 动物 细胞 的 蛋白 质 编码 基因 的 启动 子 中 含有 CpG 岛 。 基 因 
调控 元 件 ( 如 启动 子 ) 所 含 CpG 岛 中 的 5-mC 会 阻碍 转录 因子 复合 体 与 DNA 的 
结合 ,所 以 DNA 甲 基 化 一 般 与 基因 沉默 (gene silence) 相 关联 ; 而 非 甲 基 化 (non- 
methylated ) 一 般 与 基因 活化 (gene activation) 相关 联 ; 去 甲 基 化 (demethylation ) 
则 往往 与 一 个 沉默 基因 的 重新 激活 (reactivation ) 相关 联 。 

基因 的 甲 基 化 型 (methylation pattern) 通过 DNA 甲 基 转 移 酶 (DNA methyl- 
transferase, DNMT ) 来 维持 。DNMT 将 S- 腺 苷 甲 硫 氨 酸 (S-adenosylmethionine， 
SAM) 上 的 甲 基 转 移 至 胞 喀 喧 核 苷 酸 的 第 5 位 碳 原子 (图 $-la)。 在 哺乳 动物 细 
胞 中 , 已 经 发 现 了 三 种 具有 催化 活性 的 DNMT, 即 Dnmtl, Dnmt3a 和 Dnmt3b, 其 
中 ,Dnmtl 主要 在 DNA 复制 中 维持 DNA 甲 基 化 型 的 存在 ,而 Dnmt3a 和 Dnmt3b 是 
不 依赖 半 甲 基 化 DNA 分 子 中 的 甲 基 化 模板 链 而 从 无 到 有 合成 5-mC 的 从 头 甲 基 
化 酶 (de novo methylase)。 除 此 之 外 , 哺乳 动物 基因 组 DNA 甲 基 化 型 的 建立 、 维 
持 和 改变 还 涉及 DNA 去 甲 基 化 酶 (DNA demethylase)。 当 一 个 甲 基 化 的 DNA 序 
列 复制 时 ,新 合成 的 DNA 双 链 呈 半 甲 基 化 (hemimethylation), 即 只 有 母 链 有 完整 
的 甲 基 化 标记 , 这 时 其 互补 链 会 经 Dnmtl 的 催化 而 在 与 母 链 上 5-mC 对 称 的 位 置 
上 使 相应 的 胞 喀 啶 甲 基 化 (图 5$-lb)。DNA 甲 基 化 型 在 DNA 复 制 中 的 维持 机 制 
是 表 观 遗传 学 的 重要 基础 。 

组 成 染色 体 中 核 小 体 八 聚 体 核心 的 组 蛋白 H2A、H2B、H3 和 H4 的 氨基 端 尾 
部 均 可 以 通过 多 种 酶 反应 被 多 种 化 学 加 合 物 所 修饰 , 如 乙酰 化 、 甲 基 化 、 磷 酸化 
和 泛 素 化 等 。 组 蛋白 的 这 类 结构 修饰 可 使 染色 质 的 构 型 发 生 改变 , 称 为 染色 质 
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构 型 重 塑 。 组 蛋白 中 不 同 氨基 酸 残 基 的 乙酰 化 一 般 与 活化 的 染色 质 构 型 常 染 色 
质 (euchromatin) 和 有 表达 活性 的 基因 相关 联 ; 而 组 蛋白 的 甲 基 化 则 与 浓缩 的 异 
染色 质 (heterochromatin ) 和 表达 受 抑 的 基因 相关 联 。 染 色 质 构 型 重 塑 受 专 一 性 
酶 系 调节 ,并 和 DNA 甲 基 化 相互 作用 。 组 蛋白 氨基 端的 不 同 修饰 形成 的 组 合 , 构 
成 了 可 被 转录 复合 物 识 别 而 能 调控 个 体 发 育 中 基因 表达 的 组 蛋白 密码 (histone 
code)。 例 如 , 组 蛋白 H3 的 第 9 位 氨基 酸 赖 氨 酸 (H3K9 ) 在 组 蛋白 乙酰 化 转移 酶 
(histone acetytransferase, HAT ) 作用 下 的 乙酰 化 修饰 是 和 基因 活性 表达 相关 联 的 ， 
— BAAS A Hi Z. BEM (histone deacetylase, HDAC) 作用 而 脱 去 乙酰 基 , 又 经 组 
蛋白 甲 基 转 移 酶 (histone methyltransferase ) 作用 在 同一 位 置 加 合 上 甲 基 , 则 会 形 
成 异 染 色 质 蛋白 Hl (heterochromatin protein 1, HP1 ) 或 其 他 抑制 性 染色 质 因 子 的 
结合 位 点 。HP1 的 结合 转 而 会 导致 DNA 分 子 上 特定 CpG 岛 的 甲 基 化 和 稳定 的 基 
因 沉 默 。 研 究 还 表明 ,组 蛋白 甲 基 化 可 以 与 基因 抑制 相关 , 也 可 以 与 基因 的 激活 
相关 , 这 往往 取决 于 被 修饰 的 赖 氨 酸 处 于 什么 位 置 。 例 如 , 上 述 的 H3K9 甲 基 化 
最 终 导 致 了 基因 的 沉默 ; 然而 , 位 于 组 蛋白 H3 第 4 位 的 赖 氨 酸 (H3K4) 或 第 36 位 
的 赖 氨 酸 (H3K36 ) 的 甲 基 化 则 与 基因 的 转录 激活 相关 联 。 组 蛋白 的 修饰 对 基因 
表达 的 影响 展示 了 生物 系统 的 复杂 性 ,所 以 ,染色 质 蛋 白 并 非 只 是 一 种 包装 蛋白 ， 
而 是 在 DNA 和 细胞 其 他 组 分 之 间 构 筑 了 一 个 动态 的 功能 界面 ,DNA 甲 基 化 和 以 
组 成 核 小 体 核 心 八 聚 体 的 组 蛋白 尾部 氨基 酸 的 化 学 修饰 为 特征 的 染色 质 结 构 重 
塑 就 是 两 种 重要 的 表 观 遗传 机 制 。 

组 蛋白 和 DNA 组 成 的 核 小 体 是 染色 质 的 基本 结构 单位 ,组 蛋白 尾部 的 化 学 
修饰 及 其 组 合 的 差异 和 DNA 甲 基 化 一 样 都 是 表 观 遗传 标记 , 因为 组 蛋白 的 不 同 
修饰 组 合 能 通过 对 蛋白质 的 特异 性 结构 域 的 识别 来 招募 将 会 改变 染色 质 结 构 活 
性 、 促 进 或 抑制 基因 表达 的 功能 性 蛋白 质 或 有 非 编码 RNA 参 与 的 蛋白 复合 体 , 会 
深刻 地 影响 染色 质 结构 与 基因 表达 水 平 。 有 人 为 此 专门 把 组 蛋白 的 不 同 修饰 组 
合 称 为 组 蛋白 密码 。 如 果 说 DNA 和 RNA 上 编码 蛋白 质 序 列 的 是 基因 遗传 密码 ， 
那么 组 蛋白 密码 则 是 决定 基因 表达 的 第 二 密码 。 可 以 设想 , 核 小 体 中 有 四 种 组 蛋 
白 ,每 一 种 组 蛋白 的 N 端 都 有 许多 可 被 修饰 的 位 点 ,每 一 个 位 点 又 可 以 发 生 多 种 
不 同 的 化 学 修饰 。 组 和 蛋白 不 同 修饰 组 合 的 可 能 性 是 极其 庞大 的 ,是 有 可 能 满足 表 
观 遗 传 调控 需求 的 。 图 5-2 显 示 的 组 蛋白 H3 部 分 特征 性 修饰 标记 , 只 是 一 个 例 
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tey p op $ 
H4 SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLRDN 
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(a) (b) 
5-3” 核 小 体 中 不 同 组 蛋白 尾部 化 学 修饰 示意 ( 引 自 bmolchem.wisc.edu 和 www.nyas.org 网 ) 


(a) 核 小 体 的 4 种 组 蛋白 尾部 ;(b) 组 蛋白 N 端 常见 的 表 观 遗传 修饰 位 点 
Me : 甲 基 化 ; Ac: 乙酰 化 ; P: 磷酸 化 


子 。 图 5-3 显 示 了 四 种 组 蛋白 常见 的 三 种 表 观 遗传 修饰 。 本 章 将 进一步 讨论 被 
招募 的 表 观 遗传 调控 蛋白 质 , 特别 是 有 长 链 非 编码 RNA 参 与 的 蛋白 质 复合 物 的 
功能 及 其 作用 机 制 。 

归纳 起 来 , 基因 组 的 表 观 遗传 标记 主要 有 两 大 类 : 一 是 DNA 上 特定 碱 基 的 
甲 基 化 ; 二 是 组 蛋白 化 学 修饰 的 组 合 。 这 两 大 类 表 观 遗传 标记 可 通过 细胞 分 裂 
在 细胞 世代 之 间 遗 传 。 表 观 遗 传 调控 的 核心 问题 就 是 决定 基因 转录 和 翻译 模式 
的 表 观 遗传 标记 的 建立 维持 和 动态 变化 。 


8$ 5.2 非 编 码 RNA 与 表 观 遗传 调控 机 制 


长 期 以 来 , 生物 学 的 传统 观点 一 直 认 为 基因 表达 的 调控 是 以 编码 蛋白 
质 的 基因 为 中 心 的 , 不仅 把 蛋白 质 看 作 基 因 表 达 的 最 终 分 子 产物 , 也 把 蛋白 
质 或 蛋白 质 复合 物 看 作 基 因 表 达 调 控 的 主要 分 子 元 件 , 研究 的 思路 总 是 循 着 
“DNA 一 mRNA 一 和 蛋白质 ”这 个 中 心 法 则 。 然 而 ,最 近 10 多 年 的 基因 组 学 研究 
表明 ,在 哺乳 动物 的 整个 基因 组 中 编码 蛋白 质 的 部 分 只 占 1.5% 左 右 , 大 量 非 编 
人 码 蛋 白质 的 DNA 转录 成 了 非 编 码 核 糖 核酸 (non-coding RNA, ncRNA). BRS 
蛋白 质 合成 中 提 到 的 核糖 体 RNA (rRNA ) 和 转运 RNA (tRNA) 这 类 持家 非 编 
人 码 RNA (housekeeping non-coding RNA) 以 外 , 我 们 对 不 编码 蛋白 质 的 ncRNA 
知之 甚 少 5 本 节 将 重点 讨论 调控 ncRNA (regulatory non-coding RNA) 在 发 
育 、 分 化 和 代谢 等 复杂 而 多 层次 的 生物 学 过 程 中 所 起 的 极为 重要 的 表 观 遗传 
调控 作用 。 参 与 表 观 遗传 调控 的 ncRNA 可 根据 其 长 度 分 为 小 非 编 码 核糖 核 
酸 (small non-coding RNA, sncRNA ) 和 长 链 非 编码 核糖 核酸 (long non-coding 
RNA, lncRNA )。 
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5.2.1 小 非 编码 RNA 分 子 的 调节 

小 非 编码 RNA 由 20~30 个 核 苷 酸 (nt) 构成 , 已 被 公认 为 是 真 核 基因 组 表 
达 和 功能 的 关键 调节 因子 。 根 据 小 ncRNA 分 子 的 起 源 、 结 构 、 所 结合 的 效应 
子 和 蛋白 以 及 功能 作用 , 可 以 分 为 三 类 : 短 链 干扰 RNA (short interfering RNA, 
siRNA)、 微 小 RNA(microRNA,miRNA) 和 piwi 互 作 RNA (piwi-interacting 
RNA ,piRNA), 

siRNA 来 源 于 完全 互补 的 长 的 双 链 RNA 分 子 , 经 核酸 内 切 酶 Dicer 加 工 而 
成 。 其 作用 主要 针对 外 源 或 人 侵 的 核酸 起 作用 , 如 病毒 、 转 座 子 和 转基因 等 ， 
稼 表现 为 维护 基因 组 完整 性 的 防卫 者 。 也 有 报告 称 某 些 siRNA 能 在 哺乳 动物 
细胞 中 介 导 DNA 甲 基 化 和 组 蛋白 修饰 , 进而 导致 转录 基因 沉默 (transcriptional 
gene silencing, TGS )。 与 siRNA 不 同 , miRNA 起 源 于 不 完全 互补 的 发 夹 状 双 链 
RNA 分 子 , 也 要 经 核酸 内 切 酶 Dicer 或 Drosha 加 工 后 成 为 内 源 性 基因 的 调节 因 
子 。siRNA 和 miRNA 要 通过 和 阿 格 诺 蛋 白 (Argonaute protein) 家 族 成 员 AGO1 
或 AGO2 结 合 来 发 挥 表 观 遗 传 调控 作用 。 阿 格 诺 蛋 白 是 RNA 诱 导 的 沉默 复合 
体 (RNA-induced silencing complex, RISC) 的 催化 组 分 , 小 RNA 分 子 通过 序列 
互补 将 具有 核酸 内 切 酶 活性 的 阿 格 诺 蛋 白 导向 特异 性 靶 标 , 导致 与 该 小 RNA 互 
补 的 mRNA 降解 。piRNA 主要 在 动物 生殖 细胞 发 育 过 程 中 靶 向 逆转 录 转 座 子 。 
piRNA 与 siRNA 和 miRNA 有 两 点 不 同 : 一 是 piRNA 的 前 体 不 是 双 链 而 是 单 链 
RNA 分 子 ; 二 是 piRNA 结合 的 是 与 阿 格 诺 蛋 白 家 族 进 化 上 有 同 源 的 Piwi 蛋 白 成 
员 , 如 MILI 与 MIWI2 等 。 

1993 年 ,美国 发 育 生物 学 家 安 布 罗斯 (V.Ambros) 等 在 秀丽 线虫 (Caenorhabditis 
elegans) 中 首次 发 现 了 第 一 个 具有 内 源 性 调控 作用 的 单 链 小 非 编 码 RNA 分子 
lin-4 ,其 功能 是 通过 抑制 发 育 时 程 基因 ZLIN-14 来 控制 幼虫 正常 发 育 。5 年 后 , 梅 
洛 (C. C. Mello) 和 法 艾 尔 (A. Z. Fire) 等 报道 了 外 源 性 双 链 RNA (dsRNA ) 可 通 
过 RNA 干 扰 (RNAi) 机 制 特异 性 地 沉默 基因 。1999 年 , 在 植物 中 发 现 基因 的 沉 
默 伴随 着 20~25 nt RNA 的 出 现 。 此 后 进一步 发 现 , dsRNA 可 以 直接 转换 成 20~23 
nt siRNA. 

Dicer 是 dsRNA 特异 的 RNase 亚 家 族 核 酶 。 内 源 或 外 源 双 链 RNA 前 体 分 子 
在 细胞 内 可 被 Dicer 加 工 成 典型 的 长 度 约 为 21 nt 的 双 链 分 子 。 然 后 这 个 双 链 产 
物 经 过 解 旋 , 其 中 一 条 链 作为 指导 链 与 AGO 效应 子 蛋 白 稳定 结合 , 形成 不 同 种 
类 的 RNA 诱 导 沉 默 复 合体 RISC , 男 一 条 链 (过客 链 ) 则 被 丢失 。 根 据 沃 森 - 克 里 
克 碱 基 配 对 原理 , 指导 链 识别 靶 向 RNA 分 子 , 主要 通过 碱 基 互 补 配 对 来 抑制 靶 
mRNA 的 翻译 或 诱导 其 降解 , 导致 转录 基因 沉默 。 最 终 , RISC 可 以 分 别 通 过 抑制 
转录 或 翻译 、 促 进 异 染色 质 形成 , ARIE RNA DNA 降解 等 机 制 , 从 而 实现 对 
各 种 靶 基 因 的 表达 调控 (图 5-4)。 

FOR, 大 约 30% 的 人 基因 表达 受到 miRNA 的 调节 。miRNA 可 以 通 
过 直接 靶 向 DNA、RNA 或 与 组 蛋白 修饰 酶 等 表 观 遗传 机 器 而 实现 调节 作用 。 
最 早 发 现 miRNA 对 基因 表达 有 调控 作用 的 实验 研究 往往 涉及 恶性 肿瘤 的 发 
生 与 发 展 , 这 里 就 以 肺癌 和 前 列 腺 癌 细 胞 为 例 来 简要 说 明 miRNA 对 基因 表达 
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图 5-4 _ siRNA 和 miRNA 
的 来 源 及 功能 途径 
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蛋白 。 
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降解 mRNA 阻 过 翻译 


的 调控 作用 。 例 如 , 最 初 在 肺癌 细胞 株 中 发 现 , 一 个 包括 miR-29a、miR-29b 和 
miR-29c 的 miRNA 家族 (miR-29s) 可 以 直接 调节 DMNT3a 和 DMNT3b。miR- 
29 表 达 可 破坏 从 头 DNA 甲 基 化 ,从 而 导致 肿瘤 细胞 的 DNA 普 遍 低 甲 基 化 。 而 
在 肺癌 细胞 中 , 由 于 肿瘤 抑制 基因 (tumor suppressor gene, TSG) 启动 子 超 甲 
基 化 , 是 被 表 观 沉默 的 。miR-29 可 使 TSG 启动 子 的 CpG 岛 去 甲 基 化 使 其 重新 
表达 , 从 而 诱导 肿瘤 细胞 凋 亡 和 生长 抑制 。 这 些 发 现 揭 示 , miRNA 可 以 通过 
调节 表 观 遗传 过 程 来 调节 基因 的 表达 。 在 急性 髓 系 白血病 细胞 中 , miR-29b 除 
了 直接 作用 于 DMNT3a 和 DMNT3b 外 ,还 可 以 通过 对 DNMTI 基 因 的 转录 激 
活 子 SP1 的 调控 而 间接 沉默 该 基因 。 此 外 , miR-148a 和 miR-14b 也 参与 调控 
DNMT3b 的 表达 ,通过 结合 到 DNMT3b 基因 mRNA 编码 区 域 的 一 个 特异 位 点 ， 
miR-148 家 族 可 以 调节 这 个 从 头 开 始 合成 的 DNMT , 并 与 DNMT3b 的 几 个 不 
同 剪 切 变异 子 的 生成 有 密切 关联 。 另 一 方面 , 由 于 miR-148a 本 身 也 受 表 观 遗 
传 的 调控 , 其 启动 子 在 不 同 的 肿瘤 组 织 中 表现 为 超 甲 基 化 状态 。 这 些 证 据说 
明 ,作为 靶 向 表 观 遗传 机 器 的 miRNA 还 存在 着 自我 扩 增 的 表 观 遗传 环 路 。 
miRNA 也 调节 HDAC 以 及 在 表 观 遗传 调控 中 起 重要 作用 的 多 梳 抑制 复合 
物 (polycomb repressive complex, PRC) 基因 的 表达 。HADC4 是 miR-1 和 miR- 
140 调 节 的 直接 靶 点 , 而 miR-449a 可 与 HDAC1 的 3-UTR 区 域 结 合 。HADCI1 在 
几 类 肿瘤 细胞 中 被 上 调 , miR-449a 在 前 列 腺 癌 细 胞 中 重新 表达 , 可 使 HDAC1 水 
平 降低 ,诱导 细胞 周期 阻 滞 、 细 胞 凋 亡 以 及 衰老 表 型 。 多 梳 抑 制 复合 物 PRC2 的 
催化 亚 基 EZH2 是 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 ,可 通过 使 组 蛋白 H3 第 27 位 氨基 酸 残 基 
赖 氨 酸 三 甲 基 化 (H3K27me3 ) 促使 异 染 色 质 形成 , 导致 多 个 肿瘤 抑制 基因 的 沉 
默 。 在 前 列 腺 癌 细 胞 株 和 原 发 肿瘤 组 织 中 , miR-101 在 肿瘤 发 展 中 表达 下 调 , 与 
EZH2 的 增加 存在 负 相 关 。 进 一 步 证 据 表明 miR-101 的确 可 以 在 前 列 腺 和 膀胱 
癌 模 型 中 直接 靶 向 BEZHB2。miR-101 介 导 的 EZH2 抑 制 阻止 了 肿瘤 细胞 的 增殖 
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和 克隆 形成 。 也 揭示 miR-101 通 过 对 肿瘤 表 观 基因 组 的 调节 而 具有 某 种 类 似 肿 
瘤 抑制 基因 的 作用 。miRNA 对 表 观 遗传 的 调节 存在 细胞 或 物种 特异 性 。 例 如 ， 
在 小 鼠 胚 胎 干细胞 中 , miR-290 徐 直接 作用 于 DNMM73 基 因 的 抑制 子 RBL2。 在 
Dicer 缺 失 的 胚胎 干细胞 中 , miR-290 簇 不 表达 , 而 RBL2 却 过 表达 , 从 而 导致 染 
色 体 端 粒 重组 和 端 粒 的 异常 延长 。 若 miR-290 徐 重新 表达 , 则 可 以 逆转 这 种 现 
象 。 然 而 ,在 Dicer 功 能 被 抑制 的 人 胚 肾 细 胞 HEK293 中 ,miR-290 簇 缺乏 对 从 头 
DNMT 的 调节 作用 。 最 近 发 现 miR-155 还 可 作为 炎症 信号 和 肿瘤 细胞 能 量 代谢 
之 间 的 桥梁 , 从 一 个 侧面 提示 慢性 炎症 和 感染 是 肿瘤 发 生 的 一 个 重要 诱因 , 约 有 
1/4 的 肿瘤 发 生 与 炎症 相关 。 

siRNA 通过 诱导 异 染 色 质 的 形成 ,也 可 以 实现 对 基因 表达 的 调控 。 对 单 细 胞 
HEH, Wz F410 (Neurospora crassa) 的 研究 表明 , 编码 H3 Lys9 甲 基 转 
移 酶 的 基因 是 DNA 甲 基 化 所 必需 的 , 即 DNA 甲 基 化 修饰 过 程 是 接受 来 自 染色 质 
的 指令 的 。 实 验 进一步 表明 组 蛋白 的 修饰 又 会 受到 RNA 干 扰 (RNA interference, 
RNAi) 的 指令 。 在 裂 殖 酵母 (Schizosaccharomyces pombe) 中 , 含 AGO1 的 效应 子 
构成 了 RNA 诱 导 转 录 沉 默 (RNA-induced transcription silencing, RITS) 复合 物 ， 
通过 结合 的 siRNA 可 被 导向 特异 的 染色 体位 点 ,例如 ,着 丝 粒 重复 序列 。RITS 复 
合 物 与 RNA 多 聚 酶 本 的 直接 相互 作用 可 加 速 新 生 转 录 物 对 siRNA 的 识别 。 在 组 
蛋白 甲 基 转 移 酶 (HMT) 介 导 下 , RITS 复 合 物 的 结合 可 促进 组 蛋白 H3 第 9 位 氨基 
酸 残 基 赖 氨 酸 (H3K9) 的 甲 基 化 , 进而 诱导 募集 具有 染色 质 结构 域 的 Swi6 和 蛋白 
(HPI 在 酵母 中 的 同 源 蛋白 ) ,最 终 导致 染色 质 浓缩 。RITS 对 新 生 转 录 物 结合 也 可 
激活 RNA 依 赖 的 RNA 聚 合 酶 复合 物 (RDRC), RDRC 利 用 其 RdRP 亚 基 (Rdp1) 
产生 次 级 siRNA ,进而 加 强 和 扩散 沉默 效应 。 

piRNA 是 在 哺乳 动物 中 发 现 的 一 种 单 链 起 源 的 长 度 为 24~31 nt 的 小 RNA 
分 子 , 因 能 与 Piwi 和 蛋白 偶 联 , 被 称 为 piRNA (piwi interacting RNA), Piwi HA 
是 阿 格 诺 蛋 白 的 一 个 亚 家 族 , 已 知 包 括 MIWI、MIWI2 和 MILI, 也 都 是 表 观 遗 
传 调控 因子 。piRNA 主要 以 限定 模式 在 哺乳 动物 的 生殖 细胞 中 表达 , 其 功能 
是 在 配子 形成 过 程 中 沉默 转 座 子 和 重复 序列 等 “自私 性 ”遗传 元 件 、 维 持 生殖 
细胞 基因 组 的 稳定 性 和 完整 性 。2008 年 , 日 本 学 者 仓 持 富川 (S. Kuramochi- 
Miyagawa) 等 证 实 , 缺失 piRNA 相互 作用 和 蛋白 MIL1 和 MIWI2 可 导致 雄性 生殖 
细胞 逆转 座 子 从 头 DNA 甲 基 化 形 失 。 提 示 在 哺乳 动物 生殖 细胞 中 存在 RNA 指 
导 的 DNA 甲 基 化 机 制 ,为 基因 表达 的 表 观 遗传 调节 通路 提供 了 新 的 证 据 。 近 年 
来 在 非 生殖 器 官 中 也 发 现 了 Piwi 和 蛋白 的 高 表达 , 暗示 piRNA 还 可 能 存在 更 广泛 
的 调控 作用 。 

三 种 具有 表 观 遗传 调控 作用 的 小 RNA 分 子 的 来 源 和 行使 功能 途径 可 见 图 
5-5。 然 而 近年 来 一 系列 新 的 实验 提示 , 除了 多 种 小 RNA 分 子 外 , 真 核 细胞 中 还 
存在 一 个 由 长 链 非 编码 RNA 分 子 广泛 参与 调节 , 并 与 组 蛋白 结构 修饰 和 DNA 甲 
基 化 系统 组 成 的 一 个 表 观 遗传 修饰 网 络 , 能 动 地 调控 着 具有 组 织 和 细胞 特异 性 的 
基因 表达 模式 。 机 体 的 表 观 遗传 模式 的 变化 在 整个 发 育 过 程 中 是 高 度 有 序 并 严 
格 受 控 的 。 
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(a) dsRNA (b) miRNA 前 体 
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图 5-5 三 种 小 RNA 的 来 源 和 表 观 遗传 调控 作用 示意 

(a) siRNA 起源 于 长 链 RNA 分 子 , 经 Dicer 酶 剪 切 为 21~25 nt 的 双 链 RNA Fr EX, Dicer Mi Al 
dsRNA 结合 蛋白 将 siRNA 二 育 体 载 和 人 阿 格 诺 蛋 白 (AGO2), 然后 沉默 靶 基 因 ;(b)miRNA 内 源 
基因 产生 长 度 为 65~70 nt 且 含有 发 夹 结构 的 miRNA 前 体 , 经 Drosha-DGCR8 和 蛋白 复合 物 加 工 产 
生 miRNA 前 体 ,再 经 Dicer 酶 前 切 为 miRNA-miRNA" 二 聚 体 , 其 中 miRNA' 为 过 客 链 , miRNA 
为 指导 链 , 指导 链 miRNA 载 人 阿 格 诺 蛋 白 AGO1 发 挥 沉 默 靶 基因 作用 ;(c)piRNA 起 源 于 单 
链 RNA 前 体 , 产生 的 piRNA 意 义 链 在 性 腺 发 育 早期 倾向 与 MILI 结 合 , 而 次 级 反 义 链 更 倾向 与 
MIWI2 结 合 ,次 级 反 义 piRNA 可 能 直接 裂解 转 座 子 的 mRNA 


5.2.2 长 链 非 编码 RNA 分 子 与 表 观 遗传 调控 

21 世 纪 最 初 10 来 年 的 研究 表明 , 哺乳 动物 基因 组 的 转录 不 仅 广 泛 而 且 极 
为 复杂 。 哺 乳 动物 基因 组 中 只 有 1%~1.5% 的 序列 具有 编码 蛋白 质 的 潜能 , 却 有 
70%~90% 的 序列 在 发 育 的 某 个 阶段 被 转录 为 大 量 的 非 编码 RNA, 其 中 长 度 大 于 
100 个 核 苷 酸 的 被 定义 为 长 链 非 编码 RNA(lncRNA), 有 人 估计 IncRNA 总 数 超过 
20 万 。 这 些 lncRNA 不 仅 包 括 反 义 转录 产物 、 内 含 子 转 录 产 物 和 基因 间隔 序列 的 
转录 产物 ,还 包括 假 基 因 和 逆转 座 子 转录 产物 。 

这 么 多 转录 产物 是 不 是 都 是 基因 组 中 的 所 谓 “ 暗 物质 ”和 “转录 噪声 ”， 
抑或 仅仅 是 编码 基因 的 某 种 转录 产物 过 客 呢 ? 一 项 名 为 DNA 元 件 百科 全 书 
(encyclopedia of DNA elements, ENCODE ) 的 研究 计划 的 最 新 报告 揭示 人 基因 组 
调节 和 结构 组 成 是 极其 复杂 的 。 例 如 , 任何 以 前 诠释 过 的 基因 几乎 都 有 10 个 左 
右 相 互 重合 的 转录 异 构 体 (isoform), 这 对 经 典 的 基因 定义 提出 了 严峻 的 挑战 。 
我 们 确实 应 该 重新 认识 RNA, 这 一 大 类 生物 大 分 子 肯定 不 会 只 是 从 DNA 到 RNA 
再 到 蛋白 质 这 个 生物 信息 传递 的 “中 心 法 则 ”中 “二 传 手 ” 。 本 节 将 概述 IncRNA 
在 表 观 遗传 调控 过 程 中 的 一 般 作 用 特点 , 接 下 来 还 将 重点 讨论 IncRNA 在 基因 印 
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反 义 链 转录 


相反 方向 转录 


© HHH 


基因 间 区 转录 
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国 编码 区 eis 
图 5-6 长 链 非 编码 RNA 转 录 产 物 的 主要 来 源 


(a) 反 义 IncRNA( antisense IncRNA), 转录 自 和 蛋白 编码 基因 的 反 义 链 , 至 少 与 一 个 编码 蛋白 
基因 的 外 显 子 序列 重合 ;(b) 内 含 子 IncRNA (intronic IncRNA), 转录 自 蛋 白 编 码 基因 内 含 子 , H. 
不 与 任何 外 显 子 重合 ;(c) 双向 IncRNA ( bidirectional ncRNA), 转录 起 始点 位 于 蛋白 编码 基因 的 
启动 子 区 , 分 别 向 土 游 和 下 游 两 个 方向 延伸 成 两 个 独立 IncRNA;(d) 基 因 间 IncRNA (intergenic 
IncRNA,lincRNA), 转 录 自 不 同和 蛋白 编码 基因 之 间 的 序列 ,各 自 有 独立 的 转录 调控 元 件 


迹 \ 哺 乳 动 物 X 染 色 体 失 活 和 基因 表达 重 编 程 中 的 关键 性 作用 。 

尽管 我 们 对 lncRNA 表 观 遗 传 调控 机 制 的 了 解 还 非常 有 限 ,但 已 有 的 研究 资 
料 已 经 表明 IncRNA 参 与 了 mRNA 的 成 熟 和 转运 、 蛋 白质 的 合成 多 种 功能 性 蛋白 
质 的 招募 、 染 色 质 结构 重 塑 和 基因 沉默 等 基因 表达 与 染色 质 修饰 的 各 个 层面 调控 。 
为 了 便于 叙述 ,我 们 可 以 把 IncRNA 作 用 的 分 子 机 制 大 致 可 归纳 为 4 种 基本 类 型 。 

1. IncRNA 的 第 一 种 作用 是 信号 分 子 lncRNA 的 合成 有 很 强 的 细胞 类 型 
特异 性 和 发 育 阶段 时 空 特异 性 , 并 能 对 温度 变化 和 细胞 应 激 等 迅速 做 出 反应 , 这 
些 特点 表明 lncRNA 的 表达 是 受到 严格 调控 的 , 它 有 可 能 成 为 一 种 有 效 的 信号 分 
于 ,也 有 可 能 作为 细胞 或 机 体 功 能 性 生物 学 事件 的 分 子 标记 。 起 信号 分 子 作 用 的 
IncRNA 可 以 通过 与 染色 质 结构 状态 的 调节 和 蛋白 协同 , 在 特定 的 时 空 节点 上 调节 
基因 转录 的 起 始 、 转 录 产 物 的 延伸 和 转录 中 止 。 与 蛋白 质 相 比 , RNA 具 有 合成 和 
降解 的 周期 短 、 对 体内 外 刺激 反应 迅速 等 作为 生物 学 事件 信号 分 子 的 多 种 优势 。 

2. IncRNA 的 第 二 种 作用 是 诱饵 分 子 ”研究 表明 , 基因 组 中 的 增强 子 和 启动 
子 序 列 被 广泛 转录 为 IhcRNA ,这 类 IncRNA 在 基因 转录 的 正 向 和 负 向 调节 中 都 起 
着 某 种 核心 作用 ,作为 诱饵 分 子 的 IncRNA 一 旦 被 转录 ,随即 与 被 诱 的 转录 因子 或 
染色 质 修饰 因子 等 特定 的 蛋白 质 调 控 分 子 相 互 结合 , 进而 使 之 脱离 原先 的 功能 状 
态 , 导致 细胞 转录 组 的 广泛 变化 。 这 一 类 lncRNA 对 被 诱 并 与 之 相 结合 的 效应 蛋 
白 而 言 ,就 像 是 一 种 分 子 陷阱 ,抑制 了 其 正在 行使 的 功能 。 如 果真 是 这 样 的 话 , 只 
要 散 减 与 效应 蛋白 相互 结合 的 IncRNA, 就 有 可 能 拯救 因 效 应 蛋白 功能 丢失 而 造 
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图 5-7 IncRNA 行 使 向 
导 作用 的 示意 ( 改 自 I 
T. Lee) 


成 的 表 型 缺陷 ,这 也 是 鉴定 诱饵 型 IncRNA 分 子 的 实验 方法 。 

3. IncRNA 的 第 三 种 作用 是 向 导 分 子 ”这 一 类 IncRNA 与 蛋白 质 结合 后 , 随 
即 会 将 RNA- 和 蛋白 质 复合 物 引导 至 特定 的 作用 丢 标 。 作 为 向 导 分 子 的 IncRNA 既 
能 通过 顺 式 作用 调节 邻近 的 基因 ,也 能 通过 反 式 作用 调节 远 处 的 基因 。 起 顺 式 作 
用 时 , IncRNA 向 导 分 子 与 RNA 育 合 酶 协同 调节 转录 ,或 者 作为 小 分 子 调节 RNA 
的 互补 靶 序 列 发 挥 调节 作用 。 起 反 式 作 用 时 ,向 导 IncRNA 可 通过 与 半 DNA 结合 
而 形成 RNA : DNA 异 源 双 聚 体 ,或 RNA: DNA: DNA 三 聚 体 ,其 至 通过 识别 特殊 
的 染色 质 表面 复合 物 而 调控 转录 过 程 。 所 以 , 尽管 向 导 IncRNA 分 子 与 蛋白 质 结 
合 所 形成 的 染色 质 结构 变化 是 局 部 的 ,但 是 它 对 基因 转录 的 调控 是 非常 广泛 的 。 

由 lncRNA3 引 入 的 基因 表达 调节 组 分 既 可 以 是 多 梳 蛋 白 复 合 物 这 样 基因 表 
达 的 抑制 性 复合 物 , 也 可 以 是 具有 组 蛋白 甲 基 化 酶 活性 的 MLL (mixed-lineage 
leukemia ) 或 转录 因子 TF II B (transcription factor I B) 这 样 基因 表达 的 激活 性 复 
合 物 , 这 些 功能 性 蛋白 质 复合 物 在 基因 组 中 都 涉及 不 同 信号 通路 的 许多 和服 基因 ， 
所 以 , 尽管 引入 的 调控 蛋白 功能 不 同 , 向 导 IncRNA 都 能 越过 间隔 的 DNA 序列 将 
调控 组 分 引导 至 基因 驾 标 , 实施 基因 组 的 表 观 遗传 调控 。lncRNA 也 可 将 DNA 甲 
基 化 酶 DNMT3a 引 导 至 基因 组 中 的 靶 标 位 点 造成 位 点 特异 性 的 DNA 甲 基 化 。 图 
5-7 Æ IncRNA 发挥 向 导 作 用 的 示意 图 。 特 定 的 IncRNA 将 表 观 遗传 复合 物 拖拉 
至 染色 质 进行 等 位 基因 和 基因 座位 特异 性 调控 , lncRNA 合 成 后 即 与 PRC2 这 样 
的 表 观 遗传 复合 物 相 结 合并 通过 DNA 结合 因子 YY1 一 起 定位 至 染色 质 的 共 转 
录 位 置 。 表 观 遗 传 修饰 随即 沉默 基因 , IncRNA 的 快速 合成 和 降解 防止 了 它 向 异 
位 扩散 。 





POL 荆 起 始 IncRNA 转 录 






PRC2 结 合 模 体 


RARER EEK al) 邻接 的 B 基 因 被 沉默 “ “ 牢 基 化 仅 限于 顺 式 结构 





4. IncRNA 的 第 四 种 作用 是 支架 分 子 ”在 多 种 生物 学 信号 传递 过 程 中 ,分子 
间 相 互 作用 的 高 度 特异 性 和 动力 学 的 精确 调控 是 至 关 重要 的 ,长 期 以 来 学 者 们 一 
直 认 为 支架 复合 体 的 主体 总 是 蛋白 质 。 然 而 , 最 近 的 大 量 研 究 表 明 IncRNA 也 可 
以 作为 分 子 组 装 的 平台 。 作 为 支架 分 子 时 , IncRNA 的 各 个 不 同 结构 域 可 以 和 不 
同 功能 的 蛋白 质 结合 , 同时 吸引 多 个 效应 分 子 伙伴 , 因此 有 可 能 在 时 间 和 空间 两 
个 物理 向 度 上 满足 基因 组 表 观 调控 的 特异 性 要 求 , 而 IncRNA 的 抑制 性 和 激活 性 
效应 分 子 伙伴 可 以 分 别 实施 不 同 的 转录 调控 。 与 鉴定 诱饵 分 子 相似 , 借助 RNA 
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干扰 技术 贡 减 这 类 lncRNA 支 架 , 则 会 同时 改变 多 个 效应 分 子 伙伴 的 作用 靶 标 , 导 
致 功能 的 严重 扰乱 , 甚至 表 型 异常 。 如 果 仅 仅 改变 效应 分 子 的 不 同 结构 域 , 则 可 
能 影响 不 同 的 效应 分 子 的 靶 向 及 其 功能 。 

上 述 的 IncRNA 功 能 的 划分 还 很 粗浅 , 事实 上 一 种 IncRNA 分 子 也 可 能 后 
时 执行 多 种 功能 。 毫 无 疑问 我 们 对 IncRNA 作 用 机 制 的 了 解 还 刚刚 开始 , 对 于 
IncRNA 在 表 观 遗传 调控 中 的 重要 作用 的 研究 还 方兴未艾 。 图 5-8 只 是 IncRNA 
表 观 遗传 调控 作用 的 4 种 基本 类 型 的 大 致 示 意图 。 在 顺 式 作 用 时 , IncRNA 往 往 
有 很 强 的 作用 靶 位 特异 性 ,而 在 反 式 作用 时 IncRNA 则 常常 作为 分 子 支架 ,可 起 共 
激活 因子 或 共 抑 制 因 子 作用 。 图 5-9 则 对 IncRNA 的 表 观 遗传 调控 的 生物 学 效应 
做 了 形象 化 的 总 结 。 


信号 分 子 信号 分 子 IncRNA 的 表达 能 及 时 反映 转录 因子 
(着 色 椭圆 ) 间 的 协同 作用 显示 出 基因 调控 信号 
通路 的 时 间 和 空间 

诱饵 分 子 


诱饵 分 子 IncRNA 能 与 转录 因子 和 其 他 蛋白 质 


AN 
FO A, F 结合 , 将 其 拉 离 染色 质 或 拖 人 细胞 核 内 另 一 个 亚 
区 ;也 可 作为 miRNA 的 诱饵 使 之 脱离 作用 靶 标 


(未 显示 ) 


向 导 分 子 
oe 向 导 分 子 IncRNA 能 将 染色 质 修饰 酶 或 其 他 功能 
性 蛋白 招募 至 靶 基 因 , 既 可 顺 式 调控 位 于 近 侧 的 


靶 基 因 也 可 反 式 调控 位 于 远 端的 靶 基因 
支架 分 子 IncRNA 能 聚集 多 个 功能 性 蛋白 质 组 成 
修饰 组 蛋白 的 核糖 核 蛋白 复合 物 , 也 可 稳定 细胞 
核 内 部 结构 ,抑或 形成 表 观 遗传 调控 信号 复合 体 
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图 5-8 长 链 非 编码 
RNA 行 使 功能 的 4 种 
表 观 遗传 调控 方式 示意 
(Mt AK. C. Wang 和 H. 
Y.Chang ) 


图 5-9 IncRNA 的 表 观 
遗传 调控 功能 一 览 ( 引 
自 jonlieffmd.com 网 ) 
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§5.3 ”基因 组 印迹 


哺乳 动物 是 二 倍 体 生物 , 它 的 细胞 有 两 套 分 别 来 自 父 亲 和 母 亲 且 相互 匹配 
的 染色 体 。 所 以 ,每 个 细胞 中 都 有 两 个 具有 同样 表达 潜能 的 基因 拷贝 。 基 因 组 
印迹 (genomic imprinting ) 是 针对 常 染 色 体 的 一 种 表 观 遗传 机 制 , 它 能 限制 两 个 
不 同 亲 本 来 源 的 基因 中 的 一 个 在 早期 发 育 特定 时 间 的 表达 。 哺 乳 动物 基因 的 这 
种 亲本 特异 性 表达 假设 最 初 是 建立 在 一 系列 看 来 是 “ 负 结 果 ” 的 实验 胚胎 学 研 
究 基 础 之 上 的 , 其 中 包括 未 经 受精 孤 肉 生殖 胚胎 发 育 的 失败 、 核 移植 实验 中 产 
生 的 含有 两 个 父 源 或 母 源 原核 的 胚胎 都 不 能 存活 、 遗 传 了 一 个 亲本 染色 体 的 两 
个 拷贝 而 缺失 男 一 个 亲本 染色 体 的 胚胎 发 育 异 常 或 成 年 个 体 的 表 型 异常 , 等 等 。 
直到 1991 年 , 母 源 特异 性 表达 的 基因 1gf2r、 父 源 特 异性 表达 的 基因 Te 放 和 母 源 
特异 性 表达 的 非 编 码 RNA 基因 HAH19 三 个 印迹 基因 (imprinted gene) 的 发 现 才 确 
认 了 亲本 特异 性 表达 的 假设 。 基 因 组 印迹 也 是 最 重要 的 哺乳 动物 表 观 遗传 调控 
研究 模式 。 

在 医学 遗传 学 中 , 我 们 往往 通过 突变 来 发 现 新 的 疾病 相关 基因 。 在 表 观 
遗传 学 中 , 人 类 基因 组 中 的 基因 印迹 现象 也 是 通过 疾病 相关 的 印迹 异常 被 发 现 
的 。1956 年 普 拉 德 (A. Prader) 和 威 利 (H. Willi) 等 医师 报道 了 一 种 因 父 源 染色 
体 15q11-q13 区 段 缺 失 而 引 起 的 儿童 早期 发 育 畸 形 , 患 儿 肥胖 、 矮 小 , 并 伴 有 中 
度 智力 低下 , 称 为 普 拉 德 - 威 利 综合 征 (Prader-Willi syndrome, PWS). 1968 年 安 
格 尔 曼 (H. Angelman) 医师 又 报道 了 因 母 源 染 色 体 同一 区 段 缺失 引起 的 一 种 在 
儿童 期 以 共 济 失调 、 智 力 严重 低下 和 失语 等 为 特征 的 综合 征 , 称 为 安 格 尔 曼 综合 
征 (Angelman syndrome, AS). PWS 和 AS 这 一 对 综合 征 表明 父亲 和 母亲 的 基因 
组 在 个 体 发 育 中 有 着 不 同 的 影响 , 这 就 是 在 人 类 基因 组 中 最 早 被 发 现 的 印迹 基 
因 。 进 一 步 研究 发 现 , 在 有 些 PWS 和 AS 患者 中 观察 到 了 多 种 该 区 段 的 微小 染色 
体 缺 失 , 通过 对 小 缺失 的 分 析 发 现 这 段 缺失 集中 的 区 域 有 成 复 排 列 的 、 富 含 CpG 
岛 的 基因 表达 调控 元 件 , 称 为 印迹 中 心 (imprinting center, IC )。 在 父 源 和 母 源 染 
色 体 上 , 这 些 调控 元 件 的 CpG 岛 呈 现 甲 基 化 型 的 明显 差异 , 即 父 源 和 母 源 染 色 体 
上 1IC 的 甲 基 化 呈现 出 分 化 状态 ,或 者 叫 差异 甲 基 化 (differential methylation )。 在 
这 个 例子 中 正 是 两 个 亲本 等 位 基因 的 差异 性 甲 基 化 型 造成 了 一 个 亲本 等 位 基因 
的 沉默 , 另 一 个 亲本 等 位 基因 保持 单 等 位 基因 活性 (monoallelic activity)。 例 如 ， 
在 15q11-q13 区 有 一 段 定 名 为 SNRPN 的 长 度 为 430 bp 的 调控 区 段 , 它 含有 23 个 
CpG 二 联 核 苷 。 在 遗传 自 母 源 的 染色 体 上 的 23 个 CpG 二 联 核 苷 完全 被 甲 基 化 ， 
而 遗传 自 父 源 的 染色 体 的 CpG 二 联 核 背 则 全 都 为 非 甲 基 化 。 实 验 进一步 表明 ， 
这 种 呈 差 异 甲 基 化 的 IC 也 是 该 区 段 的 邻接 基因 的 表达 调控 元 件 ( 图 $-10)。1997 
年 美国 哈佛 医学 院 儿 童 医院 的 木 住 野 (T_ Kishino) 等 的 研究 证 实 位 于 该 区 段 的 泛 
素 - 和 蛋白 连接 酶 (ubiquitin-protein ligase ) 的 编码 基因 UBE34 突变 或 缺失 表达 (loss 
of expression) 可 以 引起 AS。AS 患 者 中 该 基因 的 缺失 表达 是 由 于 母 源 染 色 体 上 
包括 IC 在 内 的 染色 体 片段 缺失 所 致 , 而 PWS 患者 是 由 于 该 区 段 的 多 个 父 源 印迹 





第 5 章 ， 基因组 的 表 观 遗传 修饰 | 161 


PWS 相 关 基 因 AS 相关 基因 
IPA 






父 源 染色 体 
母 源 染 色 体 


引起 PWS 引起 AS 的 
a/ Nee 


=f 父 源 染 色 体 15q12 缺 失 
ZNF127NDN IC SNRPNIPW UBE3A 


正常 染色 体 结构 ZNFI27NDN IC SNRPN IPW UBE3A 







ZNF127 NDN IC SNRPN IPW UBE3A 
' 母 源 染色 体 15q12 缺 失 








CH; 


基因 的 错误 表达 所 致 。 这 种 错误 表达 的 后 果 是 邻近 基因 启动 子 的 从 头 甲 基 化 和 
随后 产生 的 基因 沉默 。 

2011 年 , 陈 玲玲 (L. Chen) 等 在 研究 与 人 源 胚 胎 干细胞 (human embryo 
stem cell, HESC) 命运 决定 、 细 胞 核 亚 结构 功能 , 以 及 基因 表达 调控 过 程 相关 
的 一 些 重要 的 IlncPRNA 时 , 发现 了 一 类 新 型 长 链 非 编 码 RNA (sno-lncRNA), 这 
2E IncRNA 转录 自 内 含 子 序列 ,但 在 剪接 过 程 中 它 的 两 端 都 接 上 了 核 仁 小 分 子 
RNA (small nucleolar RNA, snoRNA )。 出 平 意料 的 是 , 这 类 两 端 戴 上 snoRNA 
帽 的 IncRNA 竟 然 与 PWS 有 关联 。 在 PWS 综 合 征 的 特征 性 缺失 区 15q11- 
q13 存 在 5 个 长 度 不 等 的 sno-IncRNA 序 列 , 它们 含有 多 个 可 变 剪 接 调控 因子 
(splicing regulatory factor)Fox2 的 特异 结合 位 点 , 通过 调节 Fox2 在 细胞 核 内 
的 局 部 浓度 , 进而 影响 Fox2 对 特异 mRNA 底 物 的 选择 性 剪接 调控 (图 $-11)。 
这 项 研究 为 进一步 揭示 这 一 类 lncRNA 在 PWS 综 合 征 发 病 机 制 乃 至 基因 迹 中 
的 作用 提供 了 新 的 研究 思路 。 
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广泛 表达 神经 系统 特异 性 表达 
PWS 最 小 缺失 段 108 kb 
含 5 种 sno-IncRNA 序 列 
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正常 的 缺失 9q12 的 
15 号 染色 体 15 号 染色 体 





图 5-10 PWS 和 AS 
相关 的 染色 体 缺 失 片 
段 示意 


图 5-11 普 拉 德 - 威 利 
综合 征 (PWS) 染色 体 
15q12 的 特征 性 108 kb 
缺失 片段 内 含 5 种 sno- 
IncRNA 序 列 , 造成 患 
者 多 潜能 细胞 内 sno- 
IncRNA 分 子 的 缺失 
( 改 自 Q.EF.Yin) 
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最 初 发 现 的 另 一 个 疾病 相关 印迹 异常 是 贝克 威 思 - 怀 德 曼 综合 征 (Beckwith- 
Wiedemann syndrome, BWS )。 它 是 一 种 过 度 生长 综合 征 (overgrowth syndrome), 
常 伴 有 肥胖 和 先天 性 脐 疝 等 症状 , 并 有 儿童 期 肿瘤 易 患 倾向 。 它 起 源 于 染色 体 
11p15.5 区 段 的 多 种 能 造成 该 区 段 印迹 基因 表达 失衡 的 遗传 学 和 表 观 遗传 学 调节 
机 制 异 常 。 在 该 区 段 的 一 个 长 约 1 Mb( 相 当 于 1 000 kb) 的 片段 中 至 少 有 12 个 成 
簇 排列 的 印迹 基因 (imprinted gene), 其 中 有 些 呈 父 源 等 位 基因 表达 模式 , 另 一 些 
呈 母 源 等 位 基因 表达 模式 , 这 些 基因 分 属 两 个 印迹 结构 域 (imprinted domain), € 
们 的 印迹 状态 分 别 受 控 于 两 个 印迹 调控 区 (imprinting control region, ICR )。 在 第 
一 个 印迹 调控 区 , 主要 有 印迹 基因 胰岛 素 样 生 长 因子 2(insulin-like growth factor 
2, IGF2) 基因 、H19 基 因 , 和 一 个 富 含 CpG 岛 的 差异 甲 基 化 区 域 (differentially 
methylated region, DMR), 三 者 的 排列 次 序 是 $-IGF2-DMR-H19-3'。IGF2 是 一 种 
父 源 等 位 基因 表达 的 胚胎 生长 因子 , 它 的 表达 上 调 对 BWS 的 病理 过 程 非常 重要 。 
H19 是 一 种 母 源 等 位 基因 表达 的 pol [转录 子 , 是 不 翻译 为 蛋白 质 的 长 链 非 编码 
RNA, 它 在 细胞 内 的 丰 度 很 高 , 研究 提示 H19 的 突变 不 仅 与 BWS 的 发 病 有 关 , 还 
与 婴 幼 儿 最 常见 的 肾 母 细胞 痛 (Wilms tumor) 密切 相关 。DMR 是 一 个 印迹 调控 
K, 它 借助 差异 甲 基 化 , 以 及 它 特 有 的 CCCTC 位 点 来 结合 含有 11 个 锌 指 的 染色 
体 屏 障 调节 蛋白 CTCF, 对 IGF2 和 Hl9 进 行 交 互 易 换 式 的 印迹 调节 (reciprocal 
imprinting regulation )( 图 5-12), H19 和 IGF2 的 表达 要 竞争 位 于 H19 基 因 3' 下 游 
的 一 个 增强 子 。 在 母 源 染 色 体 上 DMR1 是 非 甲 基 化 的 , 它 允 许 锌 指 蛋 白 CTCF 与 
它 相 结合 , 从 而 隔断 了 IGF2 和 位 于 H19 下 游 的 增强 子 , 所 以 该 增强 子 只 活化 H19 
的 转录 。 在 父 源 染 色 体 上 DMRI1 是 甲 基 化 的 , 它 不 仅 使 H19 基 因 沉 默 ,使 CTCF 
也 因此 不 能 与 之 结合 , 结果 是 父 源 IGF2 基因 在 增强 子 作用 下 活化 表达 。 在 这 个 
印迹 调控 区 ,相对 增强 子 作 用 而 言 ,DMR1 起 了 一 个 染色 质 屏障 作用 , 被 称 为 隔离 
子 (insulator) ,在 印迹 中 起 关键 调控 作用 。 

此 外 ,该 区 段 的 第 二 个 印迹 调控 区 也 对 包括 编码 细胞 周期 素 依赖 的 激酶 抑 
制 蛋 白 的 基因 CDKNIC(p57”) 和 电压 依赖 钾 离子 通道 蛋白 基因 KCNOI1 在 内 的 
多 个 与 细胞 分 裂 周 期 相关 的 基因 进行 类 似 的 调节 。 如 图 5-13 所 示 , 染色 体 11p15 
区 域 有 两 个 功能 上 相互 区 分 的 结构 域 , 第 一 结构 域 包括 上 述 的 印迹 基因 H19 和 
IGF2。IGF2 是 在 胚胎 期 父 源 基因 表达 的 胰岛 素 样 生长 因子 , H19 是 母 源 表 达 的 





母 源 
P 母 源 IGF2 沉 默 “” DMR1 母 源 H19 表 达 


图 5-12 ”IGF2 和 H19 的 交互 父 源 IGF2 表 达 父 源 H19 沉 默 
印迹 调 示 % 
另 换 式 妈 壕 调节 模式 示意 ODO | ee GW A 
P: 启动 子 ; DMR1: % ~™ Tea = 
异 甲 基 化 区 ; CTCF: 锌 指 蛋 
白 ; E: 增强 子 O 非 甲 基 化 CpG 岛 @ 甲 基 化 CpG 岛 
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o 父 源 染 色 休 
cl 


(b) 父 源 染 色 体 
IC1 


结构 域 2 结构 域 1 图 5-13 染色 体 11p15 区 域 与 BWS 相 
Woo] 母 源 染 色 体 。 关 的 印迹 基因 簇 病理 结构 示意 ( 改 自 R. 


KvDMR/IC2 et Weksberg ) 


(a) 染色 体 11p15 的 印迹 基因 簇 正 常 
父 源 染色 体 。 结构 示意 ;(b)BWS 患 者 11p15 的 印迹 基 
jii AOR ARR. pee 


结构 域 2 结构 域 母 源 表达 的 等 位 基因 , 蓝 色 为 父 源 表达 的 
母 源 染 色 体 。 等 位 基因 , 着 色 实 框 为 表达 的 基因 , SHE 
KvDMR/IC2 为 沉默 的 基因 。 


IncRNA. 与 H19 相 关 的 印迹 中 心 1C1 一 般 在 父 源 染 色 体 上 是 甲 基 化 的 ,而 在 母 源 
染色 体 上 是 非 甲 基 化 的 。 因 此 , H19 基 因 在 正常 状态 下 呈现 母 源 表达 , 1GF2 基 因 
呈现 父 源 表达 。 第 二 结构 域 包括 CDKNIC、KCNQ1, 以 及 从 KCNQ1 基 因 序 列 转 
录 的 KCNQ10T1。 第 二 结构 域 的 印迹 中 心 1C2 包 含 了 KCNQ10OTI1 启动 子 的 差异 
甲 基 化 区 KvDMR,KCNQ10OT1 是 一 个 父 源 表 达 的 IncRNA, 它 对 第 二 结构 域 中 母 
源 表 达 的 印迹 基因 进行 顺 式 调控 。 

在 贝克 威 思 - 怀 德 曼 综合 征 的 状态 下 , 至 少 有 两 种 不 同 的 印迹 异常 。 图 
5-13b 分 别 显示 了 第 一 结构 域 中 母 源 染 色 体 上 的 IC1 被 甲 基 化 , 导致 IncRNA 
H19 失 表达 和 第 二 结构 域 的 KvDMR 发 生 了 去 甲 基 化 ,使 KCNQ1OT1 得 以 表达 ， 
同时 也 降低 了 CDKNIC 基 因 的 表达 。KCNQ10T1 是 存在 于 核 仁 的 长 约 91 kb 
的 IncRNA, 能 与 组 蛋白 甲 基 化 酶 G9a 和 多 梳 蛋 白 抑 制 复合 物 PRC2 结 合 ， 
KCNQ1 的 印迹 沉默 中 起 关键 作用 , 而 KCNQ10OT1 的 5' 端 有 一 个 长 度 为 890 bp 
专门 调节 体 细胞 差异 性 甲 基 化 的 区 域 ,并 以 此 介 导 KCNQ1OT1 和 染色 质 或 DNA 
甲 基 转 移 酶 DNMTI1 的 相互 作用 ,研究 也 表明 KCNQ10OT1 的 表达 与 肿瘤 的 发 生 、 
发 展 密切 相关 。 

比较 基因 组 学 分 析 还 表明 , 在 人 染色 体 14q32 区 , 也 有 一 个 与 11p15 区 的 
Igf2/H19 印迹 域 非常 类 似 的 印迹 基因 DLK1/GTL2 印迹 域 。DLK1 编码 一 个 含 6 
个 表皮 生长 因子 重复 基 序 的 跨 膜 蛋白 , 也 呈 父 源 等 位 基因 表达 模式 ,位 于 DLKI1 
下 游 的 GTL2 也 编码 不 被 翻译 为 蛋白 质 的 长 链 非 编码 RNA, 两 者 之 间 也 有 CTCF 
特异 结合 位 点 (图 5-14)。 所 以 BWS 提 供 了 一 个 具有 一 定 典 型 意义 的 研究 印迹 
机 制 的 模型 , 尽管 印迹 的 机 制 还 有 多 种 模式 , 如 正义 和 反 义 RNA 竞争 模式 , 启动 
子 特异 性 的 交互 印迹 模式 和 双 印 迹 中 心 模式 等 (图 5-15)。 但 Igf2/H19 模 式 或 者 
说 增强 子 /染色 体 屏 障 调控 模式 ,的 确 有 助 于 了 解 基因 表达 的 协调 机 制 ,及 其 在 生 
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图 5-14 ”染色体 11915.5 
的 IGF2H19 区 段 和 染色 
体 14q32 的 DLK1/Gt12 
区 段 间 结构 模式 比较 


图 5-15 基因 印迹 的 
几 种 可 能 途径 


(a) DNA 直接 甲 基 
化 ;(b) 借 差 异 甲 基 化 
竞争 增强 子 ;(c) 建立 
染色 质 屏障 ;(d) 染色 
质 结 构 修饰 扩展 
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Na fi 
父 源 表 达 的 
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CH, = +e 








长 发 育 和 抑制 肿瘤 发 生 中 的 重要 作用 。 

分 布 于 基因 组 的 不 同 区 域 印迹 基因 大 多 成 簇 排列 , 其 中 相当 一 部 分 与 疾病 
的 发 生 相 关 。 虽 多 数 印迹 基因 的 作用 机 制 尚 不 清楚 , 然而 几乎 都 与 DNA 甲 基 化 
型 的 异常 相关 联 , 也 都 涉及 多 种 与 染色 质 结构 修 饰 有 关 的 功能 蛋白 质 , 以 及 与 这 
些 蛋 白质 互 为 分 子 伙伴 的 IncRNA。 这 些 分 子 复合 物 通过 复杂 而 有 序 的 正 向 或 负 
向 \ 顺 式 或 反 式 作 用 实现 了 广泛 的 表 观 遗传 调控 。 

值得 注意 的 是 涉及 不 同 亲 本 来 源 的 印迹 基因 的 DNA 甲 基 化 型 都 是 在 生殖 细 
胞 成 熟 过 程 中 建立 的 (图 5-16)。 也 就 是 说 , 基因 组 印迹 是 性 细胞 系 的 一 种 表 观 
遗传 修饰 ,这 种 修饰 有 一 整套 分 布 于 染色 体 不 同 部 位 的 印迹 中 心 来 协调 , 印迹 中 
心 直 接 介 导 了 印迹 标记 的 建立 及 其 在 发 育 全 过 程 中 的 维持 和 传递 ,并 导致 以 亲本 
来 源 特异 性 方式 优先 表达 两 个 亲本 等 位 基因 中 的 一 个 ,而 使 男 一 个 沉默 。 哺 乳 动 
物 中 的 这 种 等 位 基因 特异 性 表达 的 调控 机 制 往往 是 与 胎儿 的 生长 发 育 和 胎盘 的 
功能 密切 相关 的 。 虽 然 印 迹 基因 的 数量 仅 占 基因 总 数 的 1% 左 右 , 但 对 于 胚胎 发 
育 中 胚胎 和 胎盘 组 织 的 基因 表达 调控 非常 关键 。 本 节 开 始 提 到 的 哺乳 动物 孤 上 内 
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生殖 的 不 可 能 , 以 及 通过 哺乳 动物 体 细胞 核 移植 来 克隆 动物 的 实验 频频 失败 的 原 
因 之 一 ,很 可 能 是 缺少 来 自 精 子 和 卵细胞 的 大 量 印迹 基因 之 间 的 表达 协调 。 


8$ 5.4 ”基因 表达 的 重 编程 


哺乳 动物 的 发 育 是 一 个 高 度 有 序 的 生物 学 过 程 , 是 从 一 个 全 能 的 受精 卵 开 
始 , 到 建成 一 个 由 200 多 种 具有 组 织 和 细胞 特异 性 的 、 结 构 和 功能 各 异 的 细胞 组 
成 的 整体 的 过 程 。 组 成 机 体 的 各 个 组 分 之 间 的 协同 能 执行 精细 、 复 杂 且 相互 协调 
的 功能 ,如 物质 和 能 量 代谢 ,对 病原 生物 的 抵御 和 免疫 能 力 的 获得 ,高 级 神经 系统 
功能 网 络 的 建立 ,两 性 生殖 细胞 的 发 生 成熟 和 受精 后 的 新 生命 孕育 ,以 及 与 复杂 
多 变 环境 之 间 的 相互 作用 等 。 对 于 一 个 生物 机 体 来 讲 , 所 有 结构 和 功能 各 不 相同 
的 细胞 虽 具 有 完全 一 样 的 基因 组 , 却 有 着 很 不 一 样 的 基因 表达 模式 。 与 组 织 和 细 
胞 特异 性 的 基因 表达 模式 的 建立 和 维持 相关 的 细胞 信息 , 必须 是 可 以 通过 细胞 分 
裂 而 遗传 的 , DNA 甲 基 化 和 DNA 相 结合 的 组 蛋白 的 结构 修饰 等 表 观 遗传 修饰 标 
记 对 于 稳定 且 可 遗传 的 染色 质 构 型 的 维持 和 基因 表达 的 调控 起 着 重要 的 作用 。 
那么 , 在 发 育 和 分 化 过 程 中 建立 的 不 依赖 基因 组 序列 的 基因 表达 模式 , 或 者 说 基 
因 组 的 表达 程序 是 不 是 在 发 育 和 分 化 过 程 中 也 应 该 具备 被 删除 和 重建 的 潜在 可 
能 性 呢 ? 

1962 年 英国 发 育 生物 学 家 格 登 (J. B. Gurdon) K- YM IWS (Xenopus laevis) 
星 虹 的 小 肠 上 皮 细 胞 核 移植 至 去 除了 细胞 核 的 卵 ,结果 发 现 一 部 分 卵 依然 可 以 发 
ARIRE, 其 中 一 部 分 果 昨 还 可 以 继续 发 育成 为 成 熟 的 爪 蟾 。 格 登 的 发 现 证 实 ， 
一 个 已 经 完成 结构 和 功能 分 化 的 上 皮 细 胞 核 也 能 够 借助 去 核 卵 细胞 发 育成 为 一 


图 5-16 生殖 细胞 成 
熟 和 受精 过 程 中 基因 
印迹 的 删除 和 重建 示 
意 ( 仿 自 J. F. Griffiths) 
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图 5-17 正常 发 育 过 
程 和 细胞 重 编程 技 
术 路 线 比 较 ( 改 自 U. 


Grieshammer ) 


AR, ERAR AS TBS. AF A a LE Se ES 
一 次 成 功 。 

1997 年 英国 科学 家 威 尔 穆 特 (L Wilmut) 和 K. 坎 贝尔 (K. Campbell) 应 用 与 格 
登 类 似 的 核 移 植 技术 , 将 一 只 6 岁 成 年 母 羊 的 乳腺 上 皮 细 胞 核 移植 至 去 核 卵细胞 ， 
获得 了 哺乳 动物 体 细胞 克隆 的 第 一 次 成 功 , 迎 来 了 名 为 “多 莉 (Dolly) ”的 克隆 编 
羊 的 诞生 。 这 件 事 雄辩 地 证 明 : 一 个 来 自 成 熟 的 哺乳 动物 的 高 度 分 化 的 体 细胞 仍 
然 保持 发 育成 为 完整 个 体 的 能 力 , 也 就 是 说 细胞 的 分 化 并 没有 造成 不 可 逆 的 遗传 
物质 修饰 。 哺 乳 动物 细胞 的 分 化 是 通过 基因 表达 水 平 的 一 系列 有 序 演 化 , 以 及 细 
胞 核 和 细胞 质 内 环境 的 相互 作用 来 实现 的 。 然 而 体 细 胞 核 移植 的 成 功率 极 低 , 至 
少 有 1/3 的 克隆 动物 胚胎 因 胎 盘 发 育 异 常 而 早期 流产 。 出 生 后 24 h 内 , 又 有 大 量 克 
隆 动物 死 于 呼吸 异常 .出生 时 体重 超重 、 心 血管 系统 缺陷 、 器 官 增 大 或 畸形 等 。 即 
使 度 过 了 胚胎 期 和 围 产 期 而 存活 下 来 的 动物 还 会 频频 出 现 免疫 系统 、 中 枢 神经 系 
统 和 消化 系统 缺陷 或 异常 。2003 年 2 月 14 日 ,年 仅 6 岁 的 多 莉 羊 也 因 不 断 恶化 的 
肺 部 疾患 被 实施 安乐 死 。 

2006 年 , 日 本 京都 大 学 山中 伸 弥 (S. Yamanaka ) 小 组 通过 逆转 录 病 毒 载体 将 
Oct4、Sox2 KIf4 和 c-Myc 4 个 转录 因子 导入 成 年 小 鼠 的 成 纤维 细胞 , 获得 了 与 胚 
胎 干细胞 非常 相似 的 诱导 型 多 潜能 干细胞 (induced pluripotent stem cell, iPSC), 
表明 已 分 化 细胞 的 命运 不 是 不 可 逆转 的 , 进一步 证 实 已 经 分 化 的 哺乳 动物 体 细 
胞 有 可 能 通过 实验 性 的 重 编程 reprogramming ) 获得 发 育成 为 完整 个 体 的 发 育 潜 
能 。 此 外 , iPSC 的 诱导 成 功 还 使 利用 胚胎 干细胞 进行 基础 和 临床 的 科学 研究 走 
出 了 伦理 学 困境 , 也 为 将 患者 的 体 细 胞 经 过 细胞 体外 操作 逆转 为 iPSC 后 重新 植 
和 人 患者 体内 创造 了 条 件 。 尽 管 ,要 让 iPSC 真 正 造 福 人 类 还 要 克服 重重 困难 ,还 有 
很 长 的 路 要 走 , 但 山中 伸 弥 的 工作 是 一 个 里 程 碑 。2012 年 , 他 和 格 登 一 起 分 享 了 
诺 贝尔 生理 学 或 医学 奖 。 

图 5-17 从 发 育 进 程 角度 显示 了 细胞 水 平 重 编程 技术 路 线 。 必 须 强调 的 是 ， 
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— 已 甲 基 化 — 未 甲 基 化 me 母 源 基 因 — 父 源 基 因 
图 5-18 个 体 发 育 过程 中 表 观 基因 组 的 重 编 程 ( 引 自 W. Reik 和 J. Walter) 


早期 原始 生殖 细胞 在 沿 着 生殖 系 管 腔 移行 时 , 原 属 体 细胞 型 的 表 观 遗传 修饰 (基因 组 印迹 ) 
会 被 删除 。 在 生殖 细胞 发 生 与 成 熟 过 程 中 表 观 遗传 标记 重新 建立 ( 蓝 线 表示 精子 分 化 , 红线 表 
示 卵 细胞 分 化 )。 受 精 后 会 进行 除 印 迹 基因 以 外 的 表 观 遗传 修饰 的 删除 与 重建 , 重建 后 的 表 观 
基因 组 在 组 织 特异 性 定型 后 被 稳定 地 维持 。 


将 体 细胞 核 移 植 或 者 其 他 可 能 出 现 的 技术 用 于 人 体 的 克隆 复制 都 是 违反 最 基本 
的 伦理 原则 的 ,是 应 该 绝对 禁止 的 。 

在 自然 条 件 下 ,基因 组 的 表达 程序 在 个 体 发 育 中 也 有 一 个 被 删除 和 重建 的 重 
编程 过 程 。 早 期 原始 生殖 细胞 (primordial germ cell, PGC ) 携 有 体 细胞 样 的 表 观 
遗传 型 ,在 PGC 进 入 性 腺 前 后 , 这 个 表 观 基因 组 开始 被 删除 。 随 之 性 别 特异 性 和 
序列 特异 性 的 表 观 遗传 型 在 两 性 生殖 细胞 中 被 建立 。 在 受精 过 程 中 , 精子 进入 成 
熟 的 卵细胞 后 , 精 卵 融合 形成 的 受精 卵 基因 组 在 卵细胞 质 的 生理 环境 中 , 会 启动 
与 胚胎 发 育 相 关 , 上 且 有 严格 时 空 特异 性 的 基因 表达 程序 , 即 删除 在 生殖 细胞 成 熟 
过 程 中 建立 的 除 印迹 基因 以 外 的 全 部 表 观 遗传 修饰 标记 , 重新 建立 胚胎 发 育 特有 
的 表 观 基因 组 (epigenome)( 图 5-18)。 也 就 是 通过 系统 重建 表 观 遗传 修饰 为 胚 
胎 发 育 中 的 基因 表达 重新 编程 。 只 有 经 过 重新 编程 的 表 观 基因 组 才 具 有 发 育 的 
全 能 性 , 满足 胚胎 所 有 细胞 发 育 和 专 一 性 分 化 的 需要 ,才能 为 胚胎 发 育 和 分 化 发 
出 正确 的 指令 ,小 鼠 胚 胎 的 重新 编程 在 着 床 前 就 完成 了 。 胚 胎 发 育 中 表 观 基因 组 
重新 编程 的 误差 将 会 导致 多 种 表 观 遗传 缺陷 性 疾病 。 然 而 克隆 动物 的 表 观 基因 
组 更 接近 来 自 成 年 动物 的 供 核 细 胞 , 这 很 可 能 是 体 细胞 核 移植 克隆 实验 成 功率 极 
低 的 主要 原因 ,也 就 是 说 体 细胞 核 的 重新 编程 往往 难以 完全 成 功 。 

另 一 个 值得 注意 的 问题 是 表 观 遗传 修饰 的 重新 编程 对 环境 变化 非常 敏感 。 
例如 在 动物 实验 中 ,改变 胚胎 培养 液 会 引起 异常 甲 基 化 和 印迹 基因 IGF2 和 H19 
的 表达 失调 , 甚至 造成 印迹 性 疾病 。 有 人 还 因此 系统 检查 了 人 工 辅 助 生育 中 的 情 
况 , 因为 辅助 生育 技术 在 配子 生成 和 胚胎 发 育 早期 干预 了 生殖 细胞 , 而 这 个 时 期 
正 是 表 观 遗传 编程 获得 和 维持 的 关键 时 期 。 奥 斯 塔 维 克 (K. H. Orstavik) 等 曾 报 
道 经 卵细胞 胞 质 精 子 注 射 (intracytoplasmic sperm injection, ICSI) 辅助 后 出 生 的 
儿童 中 , PWS/AS Fl BWS 发 生 率 呈现 增高 的 现象 , 并 在 患 儿 中 检测 到 包括 HI19、 
1GF2 在 内 的 多 个 印迹 基因 表达 异常 。 这 些 结果 提示 有 必要 对 经 辅助 生育 技术 了 孕 
育 的 孩子 做 表 观 遗传 学 监测 。 
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图 5-19 X 染 色 体 失 
活 中 心 的 结构 及 功能 
调控 示意 





从 1992 年 开始 , 简 尼 希 (Q. Jaenish ) 运用 遗传 工程 小 鼠 较为 全 面 地 探讨 了 重 
新 编程 问题 。 他 发 现 如 果 将 小 鼠 建立 和 维持 DNA 甲 基 化 的 DNA 甲 基 转 移 酶 的 
基因 剔除 , 突变 小 鼠 豚 胎 的 多 个 器 官 会 出 现 一 系列 异常 表 型 , 并 都 在 胚胎 发 育 早 
期 天 折 。 实 验 有 力 地 证 明 甲 基 化 对 于 胚胎 存活 是 很 重要 的 。 此 后 , 简 尼 和希 一 直 以 
基因 剔除 的 突变 小 鼠 来 研究 表 观 遗传 问题 。 在 多 莉 羊 问世 后 一 年 ,他 就 成 功 地 克 
隆 了 小 鼠 , 并 以 此 为 工具 来 研究 表 观 遗传 学 。 他 的 实验 表明 , 核 移 植 克隆 成 功率 
极 低 的 原因 并 不 是 遗传 学 问题 , 而 是 由 于 基因 组 表 观 遗传 状态 重新 编程 的 失败 。 
他 还 认为 “所 有 的 克隆 (动物 ) 都 是 不 正常 的 。 存 活 下 来 或 活 得 稍 长 的 克隆 动物 
只 是 比 早死 的 少 一 些 异 常 而 已 。 然 而 ,他 认为 克隆 技术 却 是 研究 表 观 遗传 学 的 最 
公允 的 实验 ”。 


85.5 ”哺乳 动物 X 染 色 体 失 活 机 制 


ALE 1961 4F, Sen (M. F. Lyon) 就 提出 了 关于 上 肉 性 哺乳 动物 体 细胞 的 两 条 X 染 
色 体 中 会 有 一 条 发 生 随机 失 活 的 假说 , 并 认为 这 是 X 染 色 体 连锁 基因 的 剂量 补偿 机 
制 。 研 究 表明 在 给 定 的 体 细胞 有 丝 分 裂 谱系 (cell lineage) F, 有 一 条 X 染 色 体 是 完 
全 失 活 并 呈 异 染色 质 状态 , 而 在 男 一 个 细胞 谱系 中 同一 条 XX 染色 体 又 可 以 是 活化 的 
且 呈 常 染色 质 状 态 。 在 这 两 种 状态 中 , 义 染 色 体 的 DNA 序 列 虽 然 是 完全 一 样 的 ,但 
一 旦 失 活 状态 建立 , 就 会 在 细胞 谱系 中 稳定 地 遗传 下 去 。 所 以 ,X 失 活 是 典型 的 表 
观 遗 传 现象 , 而 且 是 以 整 条 染色 体 为 靶 标 的 表 观 遗传 修饰 的 一 个 特例 。 多 年 来 X 失 
活 的 细胞 生物 学 和 分 子 生 物 学 机 制 一 直 是 表 观 遗传 学 研究 的 重要 对 象 。 

1996 年 , JÆ (G. D. Penny) 等 对 和 X 失 活 现象 进行 了 深入 的 研究 , OLX He 
色 体 的 Xq13.3 区 段 有 一 个 X 失 活 中 心 (X-inaction center, Xic)( 图 $-19)。X 失 活 
是 从 Xic 区 段 开 始 启动 , 然后 扩展 到 整 条 染色 体 。Xic 长 约 1 Mb ,包括 4 个 已 知 基 
Al: Xist、Xce、 Ts 和 DXPas34。 第 一 个 是 XX 染色 体 失 活 特异 性 转录 子 (X-inactive 
specific transcript, Xist) 基因 , 它 是 X 染 色 体 上 启动 转录 最 早 的 基因 , 但 它 的 转录 
产物 没有 开 读 框架 (ORF), 所 以 不 编码 和 蛋白质。 两 条 X 染 色 体 的 Kist 基 因 都 能 
从 上 游 启动 子 启动 Xist RNA 的 稳定 转录 , 但 随后 只 有 一 条 X 染 色 体 产 生 的 Xist 
RNA 将 这 条 染色 体 自身 整体 包 庄 ,并 启动 异 染色 质 化 和 失 活 过 程 。 而 另 一 条 X 
染色 体 转录 的 Xist RNA 会 很 快 裂解 ,这 条 X 染 色 质 则 呈 常 染色 质 状 态 , 整 条 染色 
体 上 的 基因 都 具有 表达 活性 。 值 得 注意 的 是 Xist RNA 在 失 活 的 X 染色 体 表面 呈 
现 锚 钉 样 排列 ,提示 它 可 能 与 染色 体 上 特定 的 蛋白 质 相 结合 而 形成 稳定 的 结构 。 

从 图 5=19 可 见 , Xic 区 段 的 第 二 个 基因 Xce (X-chromosome controlling element) 
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在 基因 组 中 的 组 成 与 X 染 色 体 的 随机 失 活 中 的 选择 有 关 , 当 Xce 处 于 纯 合 状态 时 ， 
在 体 细 胞 中 的 X 失 活 是 完全 随机 的 , 而 在 杂 合 态 时 , 失 活 就 不 是 完全 随机 的 。Xic 
区 段 的 第 三 个 基因 Ri 是 位 于 st 下 游 的 瞬时 调控 元 件 。 最 近 发 现 人 zx 中 包含 
CTCF 的 结合 位 点 , 提示 CTCF 与 Bix 可 能 协同 起 着 Xist 的 外 源 开 关 功 能 。Xic 区 段 
的 第 四 个 基因 DXPas34 富 含 CpG, 包括 一 个 15 kb 的 微 卫星 重复 序列 ;提示 对 X 失 
活 有 一 定 调控 作用 。 失 活 义 染色 体 有 两 个 显著 特点 : 一 是 组 蛋白 H4 不 被 乙酰 化 ; 
二 是 CpG 岛 的 高 度 甲 基 化 , 特别 是 X 染 色 体 失 活 特异 性 转录 子 是 不 编码 蛋白 质 的 
JENS RNA (nc-RNA), 这 种 nc-RNA 在 表 观 遗传 修饰 中 的 作用 引起 了 广泛 的 注意 ， 
也 已 经 成 为 表 观 遗传 学 研究 的 一 个 重要 内 容 。 

最 近 几 年 利用 胚胎 干细胞 对 和 染色 体 失 活 的 研究 , 促进 了 对 lncRNA 在 X 染 
色 体 失 活 过 程 中 的 重要 作用 的 了 解 。 研 究 表明 , 雌性 体 细 胞 和 染色 体 的 随机 失 
活 始 于 对 X 染 色 体 的 计数 和 对 未 来 活性 或 失 活 和 染色 体 的 选择 , 以 即将 失 活 XX 
染色 体 的 st 基因 转录 的 非 编 码 RNA 的 上 调 为 标志 。 任 何 X 染 色 体 被 失 活 的 概 
率 随 着 X 染 色 体 对 常 染色 体 的 比率 增加 而 增加 , 提示 X 染 色 体 编码 的 激活 子 参 
与 了 X 染 色 体 随机 失 活 的 计数 过 程 。 为 了 启动 X 染 色 体 失 活 , Xist 必 须 超越 Tsix 
参与 设 定 的 阅 值 。 在 抵消 Tsix 过 程 中 ,X 染 色 体 编码 的 激活 子 对 下 st 表达 具有 剂 
量 依赖 性 激活 作用 ; 常 染 色 体 编码 的 抑制 子 则 表现 为 对 Xist 的 剂量 依赖 性 抑制 
作用 。 已 有 证 据 表 明 : 在 细胞 核 内 , 义 染 色 体 编码 的 激活 子 浓度 确实 可 以 触发 X 
染色 体 失 活 。2009 年 , 格 里 努 尔 (J. Gribnaul) 等 发 现 : X 连 锁 基因 Rnf12 编 码 的 
E3 泛 素 连 接 酶 RLIM 能 以 剂量 依赖 的 特点 反 式 激活 Xist。 因 此 , 肉 性 体 细胞 可 
以 通过 调节 RLIM 和 蛋白 表达 量 去 失 活 其 中 一 条 XX 染色 体 ( 图 5-20a)。Rnf12 位 于 
Xist 上 游 550 kb 处 。 作 为 激活 子 , RLIM 蛋 白 可 以 通过 直接 激活 让 st 或 者 间接 干 
Pe Tx 顺 式 调节 位 点 以 及 其 他 调控 元 件 ( 如 Xce) 而 起 作用 。 当 激活 作用 超越 抑 
制作 用 时 , Xist 的 RNA 被 转录 ,从 而 启动 X 染 色 体 失 活 ,因此 也 顺 式 关 闭 Ra12 的 
一 个 等 位 基因 。 

在 小 鼠 胚 胎 干 细胞 分 化 过 程 中 (图 5-20b), 正 负 信 号 必须 在 调控 位 点 被 整 
合 , 只 有 信号 强度 达到 刺激 立 ( 虚 线 ) 时 下 st 才能 表达 。 在 未 分 化 的 细胞 中 , Oct4 
和 Nanog 等 多 潜能 因子 可 以 阻止 Xist 的 表达 ; 在 分 化 早期 阶段 , 多 潜能 因子 被 下 
调 , 整合 的 Xist 刺 激 逐 渐 增 强 并 在 雌性 细胞 中 超过 激活 冰 值 ; 此 外 , 与 雄性 体 细 
胞 相 比 , 肉 性 体 细胞 中 还 包含 较 多 的 X 染 色 体 连锁 的 下 st 激活 子 ; 加 之 在 该 阶段 
发 生 的 同 源 配对 (灰色 箭头 ) 打破 了 Xist 之 间 的 对 称 , 阻 止 了 下 st 两 个 等 位 基因 同 
时 被 激活 的 趋势 。 在 分 化 晚期 , Xist RNA 介 导 的 顺 式 沉默 下 调 X 染 色 体 连锁 的 
激活 子 , 导致 刺激 信号 减弱 , 最 终 使 得 X 染色 体 上 的 基因 活性 在 肉 雄 个 体 细胞 内 
达到 平衡 。 

显然 Xist RNA 在 X 染 色 体 失 活 过 程 中 起 着 信号 分 子 的 作用 , 它 由 拟 失 活 的 
X 染 色 体 表达 , 并 包 庄 住 转录 该 IncRNA 的 X 染 色 体 , 导致 整个 Xx 染色 体 上 基因 
AIAN Mil, Bi eG Xist BBW AH —~ ncRNA, 能 以 顺 式 作用 抑制 Xist RNA 
的 表达 。 而 在 X 染 色 体 失 活 过 程 中 逐渐 表达 和 积累 的 IncRNA Jpx 则 能 激活 失 活 
X 染 色 体 上 Xist RNA 的 表达 。Xist、 Trix 和 .px 这 三 个 在 失 活 X 染 色 体 上 转录 的 
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图 5-20 胚胎 干细胞 
中 Xist 位 点 介 导 X 染 色 
体 失 活 过 程 示意 ( 改 自 
E.P Nora) 





IncRNA 暗示 对 相应 基因 组 区 域 的 基因 沉默 被 启动 (图 5-21a、b)。 然 后 , 通过 诱 
人 饵 、 向 导 和 分 子 支 架 作 用 来 招募 功能 性 蛋白 质 或 蛋白 复合 物 完成 整 条 和 染色 体 的 
失 活 (图 5-21c)。 

尽管 我 们 对 XX 染色 体 失 活 分 子 机 制 的 研究 有 了 长 足 的 进步 ,但 新 的 问题 总 是 
层出不穷 。 例 如 ,在 详细 分 析 Xist 招 募 PRC2 复 合 物 时 ,不 仅 获得 了 这 两 种 大 分 子 
直接 结合 的 实验 证 据 , 也 发 现在 拟 失 活 的 X 染 色 体 上 频频 出 现 的 男 一 种 蛋白 质 多 
梳 招募 因子 (polycomb recruitment factor) 起 着 帮助 对 PRC2 复 合 物 的 招募 , 随后 
使 组 蛋白 中 被 甲 基 化 的 H3K27me3 组 分 增加 (图 5-22)。 

随 着 实验 方法 的 不 断 改进 , 学 者 们 发 现 X 染 色 体 失 活 的 实际 情况 比 想 
象 的 还 要 复杂 。 通 过 对 Xist 基 因 的 结构 修饰 , 如 在 Xist 5' 端 的 微小 插入 
Xist™w ,或 者 Xist 的 倒 位 插入 Xist™ 都 会 显著 影响 失 活 的 进程 和 结果 。 
5-23 只 是 Xist 的 多 个 结构 域 与 核 小 体 抑 制 复合 物 之 间 多 因素 多 环节 交互 作 
用 的 示意 图 。 

英国 牛津 大 学 的 布 罗 克 多 夫 (N. Brockdorff) 在 莱 昂 假设 发 表 50 周 年 时 曾 
经 告诫 说 : 对 于 义 染 色 体 失 活 这 件 事 ,我 们 应 该 理 清 哪些 是 已 经 搞 清楚 的 , 哪 
些 是 还 不 那么 清楚 的 ,哪些 是 我 们 自 以 为 清楚 了 ,而 实际 上 是 一 种 错误 的 认识 ， 
因而 也 还 是 不 清楚 的 。 其 实 , 后 一 种 认识 让 我 们 更 难 摆脱 似乎 已 经 建立 了 科学 
法 则 的 虚幻 而 去 探索 正确 的 认识 。 所 以 , 作为 基因 组 表 观 遗传 调控 的 经 典 模 
型 ,有关 和 染色 体 失 活 分 子 机 制 的 研究 今后 无 疑 仍 将 是 表 观 遗传 学 研究 的 重要 
内 容 。 
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图 5-21 X 染 色 体 失 活 相关 的 IncRNA( 改 自 J.T. Lee) 


(a)IncRNA Xist 从 失 活 的 和 X 染 色 体 (Xi) 上 的 失 活 中 心 Xic 转录 , Xist RNA 覆盖 整 条 XX 染色 
体 ,并 通过 组 蛋白 和 DNA 的 表 观 遗传 修饰 导致 基因 沉默 ;(b) Xic 的 核心 区 域 及 其 包含 的 多 种 
IncRNA;(c) Xi_E AY IncRNA 和 蛋白质 的 相互 作用 : c-1,Tsix 的 作用 是 阻挠 PRC2-RepA 荷 载 至 染 
色 质 而 引起 X 染 色 体 失 活 ; c-2, Tsix 的 失 表 达 可 释放 PRC2; c-3,PRC2-RepA 和 荷载 至 染色 质 并 使 
拟 失 活 的 Xi 甲 基 化 ; c-4, Jpx RNA 的 合成 伴 同 Tsix 的 合成 停止 导致 Xist RNA 的 表达 启动 , Xist 
RNA 随即 与 PRC2 结 合 ; c-5, PRC2-Xist 在 拟 失 活 的 X 染 色 体 上 向 两 侧 扩 展 延 伸 , 最 终 导致 整 条 
义 染色 体 甲 基 化 
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图 5-22 Xist 招 募 PRC2 的 两 种 模式 
(HÄ N. Brockdoff) 

\ (a) 直接 招募 ;(b) 通 过 多 梳 和 蛋白 间 
染色 质 模 板 接 招募 
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图 5-23 Xist 不 同 结 
构 域 与 核 小 体 抑制 复 
合 物 之 间 交 互 作用 示 
意 ( 改 自 N. Brockdorff) 
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$ 5.6” 表 观 遗 传 与 疾病 


随 着 表 观 遗传 学 研究 的 深入 , 我 们 理解 正常 和 异常 的 基因 表达 越 来 越 离 
不 开 表 观 遗 传 调控 机 制 分 析 。 表 观 遗 传 调控 取决 于 多 层次 表 观 遗传 修饰 的 相 
互 作用 , 由 表 观 遗传 修饰 异常 引起 的 疾病 主要 可 分 为 两 大 类 : 一 类 是 在 发 育 的 
重新 编程 过 程 中 造成 的 特定 基因 表 观 遗传 修饰 的 异常 , 有 人 称 之 为 表 观 突变 
(epimutation); 另 一 类 是 与 表 观 遗传 修饰 的 分 子 机 器 结构 与 功能 相关 的 蛋白 质 编 
码 基 因 有 关 的 ,如 DNA 甲 基 转 移 酶 基因 或 差异 甲 基 化 CpG 岛 结 合 蛋 白 CTCF 基 
因 的 突变 或 表 观 突变 。 

1983 年 哈 格 贝 里 (B. Hagberg) 等 以 35 例 临床 资料 为 基础 报道 了 一 种 遗传 
性 进行 性 神经 系统 疾病 , 患者 均 为 女性 , 在 出 生 后 7~18 个 月 就 出 现 发 育 停滞 , 随 
后 出 现 高 级 脑 功能 的 迅速 恶化 和 严重 痴呆 等 症状 , 家 系 分 析 显 示 这 是 一 种 X 连 
锁 基 因 突 变 所 致 。 文 献 检 索 表 明 , 在 1966 年 雷 特 (A. Rett) 曾经 报道 过 一 种 称 为 
Abi = 48 HE fh ZA LIE (cerebroatrophic hyperammonemia) 的 神经 发 育 异 常 疾病 , 其 
症状 与 这 种 遗传 性 疾病 十 分 相似 , 哈 格 贝 里 就 把 这 种 遗传 病 命名 为 Rett 综 合 征 
(Rett syndrome, RS )。 研 究 表 明 Rett 综 合 征 的 致 病 基因 是 位 于 Xq28 的 McCP2 
蛋白 质 (methyl-CpG-biding protein 2) 的 编码 基因 McCP2。McCP2 是 一 种 甲 基 
结合 蛋白 (methyl-binding protein, MBP), 能 专 一 性 地 识别 甲 基 化 的 CpG 岛 并 
与 之 结合 , 其 功能 是 作为 分 子 桦 头 将 染色 质 修饰 复合 物 (chromatin-modifying 
complex, CMC) 和 DNA 甲 基 化 区 域 连接 在 一 起 以 阻 过 基因 的 转录 。Rett 综 
合 征 患者 的 McCP2 基 因 突 变 集 中 在 甲 基 化 CpG 结合 域 和 转录 阻 遏 域 。 显 而 
易 见 , 这 类 突变 会 严重 干扰 表 观 遗传 修饰 的 正常 功能 。 值 得 注意 的 是 McCP2 
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基因 的 表达 谱 是 比较 广泛 的 ,所 以 ,突变 所 造成 的 病理 作用 为 什么 只 局 限于 脑 内 
神经 细胞 的 机 制 还 有 待 于 研究 。 

ICF 综 合 征 (immunodeficiency-centromeric instability-facial anomalies syndrome ) 
是 一 种 罕见 的 常 染色 体 隐 性 遗传 病 , 它 是 一 种 变异 性 免疫 缺陷 病 , 主要 病症 是 不 同 
程度 的 免疫 球 蛋 白 缺 陷 , 并 伴 以 面部 畸形 和 智力 低下 。 多 个 研究 小 组 独立 发 现 ， 
该 病 是 DNA 从 头 甲 基 化 酶 DNMT3B 编码 基因 的 突变 所 致 。 患 者 至 少 有 两 种 同型 
免疫 球 蛋 白 的 减少 或 缺失 , 并 造成 细胞 免疫 缺陷 。 此 外 , 患者 淋巴 细胞 分 裂 中 的 
1 号 .9 号 和 16 号 等 多 条 染色 体 的 环 着 丝 粒 区 域 的 异 染 色 质 不 稳定 性 也 明显 增高 ， 
位 于 该 区 域 的 一 种 通常 是 被 甲 基 化 的 异 染 色 质 组 成 成 分 的 卫星 DNA 序 列 开 和 亚 
(satellites 2 and 3) 有 典型 的 低 甲 基 化 ,在 ICF 患 者 中 甚至 完全 是 非 甲 基 化 的 。 这 些 
卫星 DNA 序 列 被 认为 与 着 丝 粒 的 功能 和 动 基体 (kinetochore ) 的 装配 有 关 。 还 有 人 
发 现 ICF 患 者 的 失 活 义 染色 体 上 的 CpG 岛 和 两 个 重复 序列 家 族 D4Z4 和 NBL2 也 出 
现 了 DNA 失 甲 基 化 。 这 些 变 化 与 基因 组 中 5-mC 水 平 降 低 和 某 些 染色 体 着 丝 粒 周 
围 区 域 重复 序列 的 低 甲 基 化 是 相互 吻合 的 。 基 因 世 片 的 表达 分 析 还 显示 , 患者 淋 
巴 细胞 中 部 分 与 免疫 功能 调节 相关 的 基因 表达 水 平 下 调 , 但 未 观察 到 这 些 基 因 启 
动 子 区 甲 基 化 型 的 变化 , 提示 ICF 综 合 征 中 DNM7T38B 基因 的 突变 可 能 通过 降低 转 
甲 基 活 性 而 减少 了 对 基因 转录 的 阻 过 作用 ,从 而 间接 影响 了 淋巴 细胞 部 分 基因 的 
表达 模式 。 

埃 利 希 (M. Ehrlich) 等 发 现 , 虽然 DNMT3B 与 组 蛋白 脱 乙 酰 化 酶 、. 异 染色 质 
蛋白 1(heterochromatin protein 1, HP1)、 其 他 的 DNA 甲 基 化 酶 、 染 色 质 重 塑 蛋白 、 
染色 质 凝聚 复合 物 , 以 及 其 他 核 蛋 白 都 有 广泛 的 功能 关联 ,但 DNMT3B 催化 活 
性 的 部 分 丧失 仍 被 认为 是 主要 的 病因 。 他 们 还 发 现 ICF 患 者 多 涉及 转录 调控 、 细 
胞 凋 亡 和 机 体 免 疫 反应 信号 通路 的 一 系列 基因 的 RNA 转 录 水 平 都 与 正常 人 有 
显著 的 差异 。 这 些 基 因 可 能 因 DNA 甲 基 化 程度 降低 而 调控 失常 , 以 致 造成 患者 
免疫 缺陷 和 其 他 症状 。 埃 利 希 等 提出 一 种 假设 , 认为 1 号 染色 体 和 16 号 染色 体 
长 臂 异 染色 质 区 的 卫星 DNA 序 列 开 的 低 甲 基 化 通过 反 式 作用 封闭 了 转录 因子 ， 
并 改变 了 染色 质 的 结构 或 者 非 编 码 RNA 的 表达 , 从 而 引起 了 这 一 系列 基因 表达 
失常 。 有 人 曾经 将 人 的 DNMT38 编 码 基 因 分 离 后 导入 酿酒 酵母 (Saccharomyces 
cerevisiae ) 并 使 其 高 表达 , 转基因 酿酒 酵母 因 多 种 代谢 酶 基因 表达 异常 而 导致 生 
长 受 抑 , 这 个 实验 暗示 DNMT3B 突变 确实 可 能 引起 基因 表达 调控 失常 ,也 在 某 种 
程度 上 佐证 了 埃 利 希 的 假设 。 

脆性 和 X 综 合 征 (fragile-X syndrome, FXS ) 是 一 种 以 智力 低下 为 主要 症状 的 遗 
传 性 智力 障碍 综合 征 , 疾病 相关 基因 是 位 于 Xq27.3 的 脆性 X 智 障 基因 (fragile X 
mental retardation-1, FMR/), 长 3.8 kb, 由 17 个 外 显 子 编码 的 蛋白 产物 被 命名 为 
MEXE JIR FEA (fragile X mental retardation protein, FMRP), FMRI 基因 5 
端 非 翻 译 区 包含 一 个 CGG 重复 序列 , 后 者 上 游 250 bp 处 有 一 个 CpG 岛 。FMRP 
基因 最 常见 的 突变 是 5' 端 非 翻 译 区 中 CGG 三 核 苷 酸 重复 序列 的 异常 扩展 , 一 
般 正 常人 的 (CGG), 重 复 序列 最 多 为 50 找 贝 左右 , 扩展 至 55~200 拷 贝 时 称 为 
前 突变 (premutation), 扩展 至 200~2 000 找 贝 时 称 为 完全 突变 (full mutation), 
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这 种 (CGG), 拷 贝 数 的 异常 扩展 是 随 着 世代 而 不 断 进行 的 , 又 称 为 动态 突变 
(dynamic mutation)。 研 究 表 明 (CGG), 重 复 序 列 扩展 可 使 上 游 启 动 子 区 域 的 
CGG 中 CpG 岛 及 附近 的 序列 发 生 不 同 程度 的 甲 基 化 , 严重 时 造成 FMRI 基 因 转 录 
失 活 及 其 蛋白 产物 FMRP 表 达 缺 失 。FMRI1 基 因 的 沉默 还 涉及 染色 质 构 型 的 改 
变 , 而 染色 质 的 浓缩 进而 使 扩展 的 (CGG ) ,重复 序列 的 遗传 稳定 性 增加 。 脆 性 和 
综合 征 患者 临床 表现 为 不 同 程度 的 智力 低下 , 也 可 伴 有 孤僻、 焦虑 等 精神 疾病 症 
状 , 男 性 患者 的 症状 重 于 女性 。 

图 5-24a 是 FMR7 基 因 5' 端 非 翻译 区 中 CGG 三 核 苷 酸 重复 序列 数 及 其 甲 
基 化 程度 对 该 基因 转录 和 翻译 影响 的 理论 假设 ,图 5-24b 是 FXS 患 者 和 正常 人 ， 
以 及 男性 和 女性 FMR1 基因 前 突变 基因 携带 者 的 mRNA 与 FMRP 表 达 量 的 实测 
数据 分 布 图 。 两 组 数据 都 显示 前 突变 基因 携带 者 的 FMRI 基因 很 少 完全 沉默 ， 
FMRP 表 达 量 也 基本 正常 或 略 有 降低 , 然而 转录 的 mRNA 数量 明显 高 于 正常 
值 。 转 录 的 增加 还 呈现 出 与 (CGG), 序 列 重复 数 的 多 少 有 相关 性 。FMRI1 基因 
的 mRNA 与 FMRP 表 达 量 的 测定 现 已 成 为 脆性 X 综 合 征 的 临床 诊断 和 预后 的 
常规 方法 。 

韦 尔 勒 (D. Wohrle) 等 的 鼠 源 胚胎 肿瘤 细胞 的 FMR1 转 基因 实验 也 为 CCG 
重复 序列 甲 基 化 在 脆性 X 综 合 征 发 生 中 的 分 子 病理 学 作用 提供 了 新 的 线索 。 当 
将 携 有 CCG 重复 延伸 并 甲 基 化 的 脆性 X 染 色 体 转 和 肿瘤 细胞 后 , 会 导致 去 甲 基 
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5-24 FXS 患 者 与 前 突变 携带 者 以 及 正常 人 的 相关 基因 表达 水 平 示意 ( 改 自 L. Rodriguez- 
Revenga 等 ) 
A,FXS 患 者 ; N, CGG 拷 贝 数 正常 者 ; NIM, FMRI1 前 突变 男性 携带 者 ; Pre, FMR1 前 突变 
女性 携带 者 ; 图 中 黑色 横 线 代表 FMRP 水 平 及 其 变化 范围 ; 太 代 表 FMRI1 的 mRNA 水 平 
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化 和 FMRI 基 因 转 录 的 重新 激活 , 并 增加 FXS(CGG>200) DNA {£ 
(CCG ) ,重复 序列 的 遗传 不 稳定 性 。 为 了 
证 实 肿瘤 细胞 中 确实 发 生 了 去 甲 基 化 反 
应 , 用 能 诱导 去 甲 基 化 反应 的 5- 氨 脱氧 胞 #5) ns HERE 
# (5-aza-2'-deoxycytidine ) 4b 3E ifs HE X 4H 药物 处 理 后 DNA 去 甲 基 化 
胞 , 结果 使 FMR7 基 因 和 乙酰 化 组 蛋白 H3 
和 H4 重新 联结 , 转录 也 重新 被 激活 (图 
5-25)。 这 表明 脆性 X 综 合 征 患 者 的 J] nena 
FMR17 基 因 沉 默 最 初 起 因 于 延伸 重复 序列 
的 甲 基 化 , 这 也 是 研究 得 最 清楚 的 一 种 因 
特定 DNA 序 列表 观 遗 传 修饰 异常 而 导致 rune) 
的 一 种 疾病 表 型 。 

除了 脆性 X 综 合 征 (FXS) 之 外 , 三 核 苷 酸 重 复 导 致 的 疾病 还 有 一 种 迟 
发 性 神经 退行 性 疾病 脆性 X 震 颤 性 共 济 失调 综合 征 (fragile X tremor ataxia 
syndrome, FXTAS), 以 及 享 廷 顿 病 (Huntington's disease ) FAS HE) HUFL AE va] 
(spinocerebellar ataxia, SCA) 等 。 近 来 的 研究 表明 某 些 lncRNA 的 正常 表达 及 其 
功能 也 会 受到 三 核 苷 酸 重复 的 影响 并 与 疾病 表 型 相关 联 。 例 如 , Fer H FMRI 
因 的 两 种 InceRNA FMR4 和 ASFMR1 的 表达 模式 与 FMR1 基因 相似 , 即 在 FXTAS 
患者 中 高 表达 , 而 在 FXS 患 者 中 表达 受 抑 , FMR4 和 ASFMR1 的 表达 模式 与 这 两 
种 疾病 之 间 的 内 在 联系 尚 待 进一步 研究 。 体 外 实验 研究 表明 ,FMR4 在 人 体 细胞 
中 有 抗 凋 亡 功能 , 很 可 能 在 神经 元 及 其 子 裔 细胞 发 育 过 程 中 受到 FMR4 的 保护 而 
免 遭 油 亡 。 也 许 FMRI1 基 因 与 FMR4 和 ASFMR1 相 互 合作 于 一 个 RNA- 蛋 白质 
网 络 , 而 这 个 调控 网 络 的 阻 断 则 可 能 会 影响 大 脑 的 正常 功能 , 这 也 为 解释 FXS 和 
FXTAS 患 者 之 间 的 症状 差异 程度 提供 了 新 的 思路 。 由 此 可 见 , IncRNA 的 重复 序 
列 的 延伸 和 和 蛋白质 编码 基因 的 重复 序列 的 延伸 都 与 某 些 神经 系统 疾病 有 关联 。 
此 外 , 我 们 有 理由 设想 这 一 类 lncRNA 的 突变 或 者 表达 调控 异常 也 可 能 导致 疾 
病 ,相关 的 分 子 机 制 也 应 该 是 疾病 表 观 遗传 学 研究 的 重要 内 容 。 

1981 年 威 茨 拉 尔 (D. J. Weathrall) 等 报道 了 地 中 海 贫血 和 智力 低下 的 联 
A, 随后 证 实 这 并 非 患者 同时 患 有 两 种 疾病 , 而 是 一 种 义 连锁 疾病 , 被 称 为 X 
连锁 wx 地 中 海 贫 血 / 智 力 发 育 迟 清 综 合 征 (X-linked alpha-thalassemia/mental 
retardation syndrome, ATR-X)。ATRX 基 因 突 变 会 引起 特征 性 的 发 育 异常 , 如 
严重 的 智力 低下 、 面 部 变形 、a 地 中 海 贫血 、 泌 尿 生 殖 道 畸形 ,其 至 出 现 性 反 转 表 
型 。 前 期 的 研究 表明 47RX 基 因 编 码 的 蛋白 质 可 能 是 一 种 转录 调节 因子 , 通过 
修饰 染色 质 的 局 部 结构 来 调节 转录 。 在 细胞 分 裂 间 期 和 中 期 , ATRX E A E 
位 在 着 丝 粒 附 近 的 异 染 色 质 区 。 在 ATR-X 综 合 征 患 者 中 发 现 一 些 高 度 重 复 序 
列 的 甲 基 化 型 改变 , 包括 编码 核糖 体 RNA 的 rDNA 重复 序列 ,Y 染 色 体 特异 的 
卫星 DNA 和 亚 端 粒 区 重复 序列 等 区 域 甲 基 化 的 严重 减少 , 提示 ATRX 编 码 的 蛋 
白质 功能 可 能 起 着 将 DNA 甲 基 化 和 染色 质 重 塑 这 两 类 表 观 遗传 修饰 连接 在 一 
起 的 作用 。 
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图 5-25 FXS 的 实验 性 
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曾经 在 超过 180 个 ATR-X 患 者 家 系 中 发 现 了 113 种 不 同 的 基因 突变 , 但 这 
些 突变 究竟 如 何 造 成 w 珠 蛋白 这 样 的 基因 表达 异常 的 确切 机 制 一 直 是 不 清楚 
的 。2010 年 劳 (M. J. Law) 等 通过 系统 分 析 证 实 ATRX 和 蛋白 质 在 小 鼠 和 人 类 基 
因 组 中 主要 与 染色 体 端 粒 区 域 和 常 染 色 质 上 的 串联 重复 序列 结合 , 发 生 了 突变 
的 ATRX 和 蛋白 则 会 引起 诸如 a 珠 和 蛋白 这 类 与 串联 重复 序列 有 关联 的 基因 调控 异 
常 ,进一步 分 析 还 提示 靶 基 因 表 达 调 控 失常 的 程度 取决 于 与 其 关联 的 串联 重复 
序列 的 长 度 。 已 知 基因 组 中 的 许多 串联 重复 序列 都 是 富 含 鸟 味 叭 G 并 能 在 活 
细胞 内 形成 非 B 型 DNA 结 构 , 如 G- 四 聚 体 构 型 (G-quadruplex), 而 劳 等 的 实验 
证 实 ATRX 和 蛋白 在 体外 能 与 多 种 呈现 G- 四 聚 体 构 型 的 DNA (G4) 结 合 , 相 比 B 
型 DNA 结构 , ATRX 和 蛋白 更 倾向 于 与 G4 DNA 结 合 , 尤其 是 与 若干 在 ATR-X 综 
合 征 患 者 中 呈现 表达 异常 基因 邻近 的 富 含 鸟 嗓 叭 G 的 串联 重复 序列 相互 结合 。 
ATRX 和 蛋白 C 端 有 一 个 与 染色 质 重 塑 解 旋 酶 SNF2 (sucrose non-fermenting 2) 同 
源 的 解 旋 酶 样 结构 域 , N 端 有 一 个 ADD ( ATRX-DNMT3-DNMT3 L) 结构 包含 了 
一 个 植物 锌 指 蛋 白 同 源 结构 域 (plant homo-domain zinc finger, PHD), 它 能 与 组 
蛋白 H3 的 变异 体 H3.3 的 尾部 相互 作用 , 而 H3.3 的 分 子 伴侣 就 是 能 结合 ATRX 
的 DAXX 和 蛋白 (death domain-associated protein )。 已 被 分 析 的 突变 分 布 表明 , 与 
ATR-X 综 合 征 相关 的 47RX 基 因 突 变 大 多 数 发 生 于 C 端 和 N 端 的 这 两 个 区 域 。 
据 此 他 们 提出 了 一 种 工作 假设 ,在 正常 情况 下 ,ATRX 和 蛋白 会 与 靶 基因 中 呈现 G4 
结构 的 DNA 相互 结合 ,协同 DAXX 、H3.3 使 G4 DNA 转变 为 B 型 结构 ,并 调控 邯 
基因 使 之 正常 表达 。 然 而 , ATR-X 综 合 征 患者 中 发 生 了 突变 的 ATRX 和 蛋白 不 再 
具有 将 靶 基 因 邻 近 的 富 含 鸟 嗓 叭 G 的 串联 重复 序列 由 G4 DNA 转 变 为 B 型 结构 
的 能 力 ,导致 靶 基因 表达 失控 。 此 外 ,有 研究 提示 ATRX 和 H3.3 在 一 起 还 有 维持 
染色 体 上 转录 活性 区 和 非 转录 区 之 间 边 界 的 作用 。 所 以 , EA ATRX E ARITE 
失 也 许 会 造成 无 转录 活性 的 异 染 色 质 区 的 延伸 , 其 至 沉默 邻近 区 域 a 珠 蛋白 这 
样 的 基因 。 劳 等 的 发 现 不 仅 为 曾 明 ATR-X 综 合 征 的 发 病 机 制 提供 了 新 的 思路 ， 
还 进一步 暗示 基因 组 中 的 重复 序列 很 可 能 并 不 只 是 没有 任何 功能 的 简单 重复 。 
通过 X 连 锁 a 地 中 海 贫血 /智力 发 育 迟 湿 综合 征 的 发 病 机 制 研究 , 可 以 清楚 地 认 
识 到 基因 的 表达 几乎 涉及 表 观 遗传 修饰 对 于 控制 基因 转录 和 染色 体 结构 稳定 的 
每 一 个 环节 , 表 观 遗传 信号 甚至 可 以 通过 具有 阻 遏 特定 基因 转录 的 双 链 RNA 分 
子 在 细胞 间 的 传递 来 影响 邻近 细胞 的 基因 表达 。 表 观 遗 传 调控 对 相关 疾病 的 深 
入 研究 必 将 有 助 于 阐明 参与 表 观 遗传 调控 的 众多 分 子 元 件 的 结构 与 功能 , 以 及 
整个 基因 组 表 观 遗传 调控 机 制 (图 5$-26 )。 

诚然 , 目前 对 于 表 观 遗传 修饰 在 疾病 发 生 中 作用 的 研究 还 处 在 初级 阶段 ,我 
们 的 认识 还 很 不 全 面 ,已 经 有 的 一 些 认识 可 能 还 不 符合 实际 情况 ,但 是 霍 利 迪 (有 R. 
Holliday) 等 已 经 提出 了 表 观 遗传 病 (epigenetic disease) 的 概念 , 其 中 包括 多 种 复 
杂 的 遗传 性 综合 征 、 印 迹 综 合 征 、 免 疫 性 疾病 和 中 枢 神 经 系统 发 育 送 乱 等 ,还 包括 
衰老 和 癌症 。 关 于 癌症 的 表 观 遗传 学 问题 ,将 在 有 关 肿 瘤 的 分 子 遗 传 学 分 析 的 章 
节 中 做 专门 讨论 。 图 5-27 汇 集 了 表 观 遗传 的 多 方向 、 多 层次 信息 及 其 与 疾病 的 
关联 生物 信息 涉及 遗传 和 表 观 遗传 两 个 层面 。 
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图 5-26 ATRX 蛋 白 结构 和 功能 相关 的 特征 


(a) ATRX 和 蛋白 各 个 功能 结构 域 和 4TRX 基 因 突 变 高 发 区 段 ;(b) 关 于 ATRX 和 蛋白 协同 DAXX 和 蛋白 以 及 组 蛋白 变异 体 
H3.3 使 四 聚 体 DNA 转 变 为 正常 的 B 型 二 聚 体 结构 的 假设 示意 ( 改 自 L Whitehousei 和 T. Owen-Hughes) 


RNA fi J DNA PRE ER 


RNA 定 位 异常 
(如 从 头 甲 基 化 调控 失常 、 (如 杂种 不 育 、 色素 性 状 异常 
逆转 录 可 转 座 因 子 失控 ) 跨 代 心脏 肥 大 ) 
转 甲 基 异 党 RNA 
(如 ICF 综 合 征 ) ea, RNA 编辑 异常 
转 甲 基 结合 因子 异常 HER IGRNA (如 胚胎 致死. 神经 系统 疾患 、 
(如 Rett 综 合 征 ) 羟 甲 基 胞 喀 啶 ? i 影响 寿命 和 癌症 ) 


DNA 





i= 经 编辑 的 
亲 代 印迹 异常 
(如 PWS. AS, ; 其 他 ? 
BWS 等 综合 征 , 伯 储 症 pire 
异常 高 甲 基 化 
Th (未 知 表 观 遗传 相关 性 ) 
(如 癌症 变态 反应 、 
自体 免疫 病 、 HE. 
神经 系统 疾患、 
心血 管 疾病 ) 
组 蛋白 修饰 异常 散在 的 或 获得 性 肝病 毒 复制 
(如 印迹 性 疾病 . (如 传染 性 海绵 状 脑 病 、 
神经 性 疾病 . 癌症 ) 潜在 的 神经 性 疾患) 
染色 质 重 塑 异常 
(如 Charge 综合 征 . 神经 性 疾病 . 癌症 ) 蛋白 质 


图 5-27 表 观 遗传 的 多 方向 .多 层次 信息 及 其 与 疾病 的 关联 生物 信息 涉及 遗传 和 表 观 遗传 两 个 层面 ( 引 自 R. Chahwan) 


图 的 中 央 显 示 分 子 生物 学 的 中 心 法 则 : 遗传 信息 从 DNA 到 RNA 再 到 蛋白质。 其 次 是 基因 组 不 同 层次 的 表 观 遗传 修 
饰 ,包括 了 解 得 比较 清楚 的 DNA 甲 基 化 、 组 蛋白 修饰 染色 质 重 塑 , 以 及 尚 待 进一步 研究 的 细胞 结构 的 表 观 遗传 修饰 , 这 
一 系列 从 分 子 到 染色 体 再 到 细胞 的 修饰 同样 是 充分 了 解 生物 表 型 的 根本 问题 。 在 最 外 层 列 出 了 表 观 遗传 信息 调控 与 疾 


病 发 生 、 发 展 及 防 控 相 关 的 表 型 。 分 子 医学 面临 的 挑战 是 阐明 遗传 学 和 表 观 遗传 学 之 间 错 综 复 杂 的 关系 , 逐步 增进 疾病 
的 预防 .诊断 和 治疗 。 
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55.7 表 观 遗传 与 衰老 


分 化 细胞 的 稳定 性 是 高 等 生物 的 基本 特征 之 一 ,无 论 是 神经 元 这 类 特 化 的 分 
裂 后 细胞 (post-mitotic cell), 还 是 成 纤维 细胞 或 成 骨 细 胞 这 样 处 于 不 断 分 裂 的 细 
胞 (dividing cell), 都 具有 稳定 的 特征 性 表 型 。 然 而 , 在 衰老 的 过 程 中 某 些 细胞 会 
发 生年 龄 相关 的 变化 ,例如 染色 体 端 粒 的 长 度 变 化 是 衰老 的 一 个 细胞 学 指标 。 又 
如 ,与 DNA 损 伤 修复 通路 相关 的 基因 表达 会 随 着 衰老 过 程 发 生 某 种 规律 性 变化 。 
而 表 观 遗传 , 特别 是 基因 组 DNA 甲 基 化 谱 (methylation profiles) 变化 的 位 点 和 程 
度 与 个 体 的 生理 年 龄 密切 相关 ,并 与 年 龄 相关 的 代谢 性 疾病 和 癌症 相关 联 。 

同 卵 双生 子 的 基因 组 是 一 样 的 , 但 随 着 年 龄 的 增长 , 他 们 之 间 的 甲 基 化 标 
记 会 出 现 越 来 越 明显 的 差异 。 同 卵 双生 子 之 间 的 这 种 与 年 龄 增长 相关 的 甲 基 化 
标记 的 差异 称 为 表 观 遗传 学 漂 变 (epigenetic drift)。 图 5-28 显 示 的 是 应 用 比较 
基因 组 技术 分 析 年 龄 不 同 的 同 卵 双 生子 的 1、3、12 和 17 号 染色 体 DNA 差 异 甲 基 
化 ,图 中 红色 和 绿色 条 带 分 别 代表 甲 基 化 水 平 增高 和 甲 基 化 水 平 降低 事件 , 黄色 
条 带 则 代表 红色 和 绿色 相等 。 图 5-28a 显 示 一 对 3 岁 同 卵 双生 子 之 间 非 常 相似 
的 甲 基 化 型 , 而 图 5-28b 显 示 一 对 50 岁 同 卵 双生 子 的 中 期 染色 体 DNA 之 间 显示 
较 多 甲 基 化 程度 差异 区 域 。 染 色 体 模式 图 两 侧 的 红 、 绿 色 框 分 别 为 DNA 甲 基 化 
型 呈现 显著 差异 的 染色 体 区 域 。 实 验 提 示 基 因 组 相同 的 双生 子 随 着 年 龄 增长 而 
产生 更 多 的 DNA 甲 基 化 差异 , 也 提示 衰老 过 程 可 能 伴随 着 表 观 遗传 调控 异常 增 
加 的 机 会 。 

某 个 CpG 岛 的 从 头 甲 基 化 会 关闭 一 个 基因 , 丧失 与 这 个 基因 相关 的 生理 功 
能 ; 同样 , 甲 基 化 的 丢失 也 会 激活 正常 情况 下 沉默 的 基因 , 造成 不 恰当 的 异 位 表 
达 (ectopic expression)。 虽 然 在 一 个 组 织 中 发 生 异 常 甲 基 化 的 细胞 只 占 少 数 或 极 
少数 , 但 却 能 使 组 织 或 器 官 呈 现 出 表 观 遗传 上 的 异 质 性 和 镰 艇 性 , 这 种 在 衰老 过 
程 中 获得 的 表 观 遗传 镶 诬 性 正 是 许多 年 龄 相关 的 局 灶 性 疾病 的 一 个 重要 病因 。 

动脉 粥 样 硬 化 和 肿瘤 一 样 也 是 一 种 局 灶 性 增生 疾病 , 有 遗传 学 病因 , 也 有 表 
观 遗 传 学 病因 。 失 控 的 平滑 肌 细胞 增殖 会 使 血管 变 窗 , 最 终 导致 心脏 缺 血 或 脑 缺 
血 。 在 动脉 粥 样 硬化 患者 的 心肌 组 织 ` 动 脉 粥 样 斑 块 和 长 期 在 体外 培养 的 血管 平 
滑 肌 细胞 中 , 都 曾 观察 到 峻 激素 受 体 x 基 因 (estrogen receptor alpha gene, ERa) 的 
启动 子 区 域 出 现年 龄 相关 的 甲 基 化 。 同 样 的 变化 会 不 会 影响 血管 组 织 中 的 其 他 
基因 还 尚 竺 研究 。 然 而 , 从 理论 上 讲 . 年 龄 相关 的 表 观 遗传 镶 骨 性 在 血管 上 皮 细 
胞 和 平滑 肌 细 胞 中 有 可 能 促进 动脉 粥 样 硬化 的 发 展 。 

随 着 基因 组 5-mC 检 测 技 术 的 进步 , 年 龄 相关 的 获得 性 疾病 受到 启动 子 甲 基 
化 影响 的 实验 证 据 越 来 越 多 。 例 如 在 结肠 成 纤维 细胞 中 , 曾 观 察 到 ERau MLH1 
(DNA 错 配 修 复 蛋 白 1)、MYOD( 生 肌 性 转录 调节 因子 )、PAX6( 发 育 相 关 的 成 对 
框 基 因 6)、RARB2( 视 黄 素 受 体 B2) 和 IGF2 (胰岛 素 样 生 长 因子 2) 等 编码 基因 的 
启动 子 甲 基 化 和 随后 的 基因 功能 下 降 。 又 如 , 伴 有 胰岛 素 抵抗 症状 的 糖尿 病 , 也 
是 由 于 胰岛 素 受 体 信 号 转 导 相关 的 一 系列 基因 表 观 遗传 异常 等 原因 导致 功能 
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降 , 造成 不 同 基因 启动 子 甲 基 化 发 生 于 同一 组 织 的 不 同 细胞 中 , 大 大 增加 了 局 灶 
性 疾病 的 异 质 性 , 也 反映 了 老年 化 组 织 的 镶 赃 性 。 实 际 上 , 类 似 的 分 析 已 经 成 为 
发 现 疾 病 相 关 基 因 的 一 条 新 途径 。 

表 观 遗传 学 漂 变 告诉 我 们 表 观 基因 组 并 不 是 个 体 基 因 组 的 一 个 固定 印迹 ,而 
是 一 个 能 反映 健康 状况 和 生存 环境 等 诸多 岁月 变化 差异 的 动态 结构 , 它 可 以 部 分 
解释 个 体 的 衰老 速率 。2013 年 美国 加 州 大 学 圣地 亚 哥 分 校 伊 德 科 (T Ideker) 和 
中 国 四 川 大 学 华西 医院 张 康 (K. Zhang ) 课 题 组 合作 研究 了 人 类 全 基因 组 甲 基 化 
谱 与 衰老 的 关系 。 整 个 研究 对 年 龄 介 于 19~101 岁 的 656 人 的 全 血样 本 的 DNA 及 
其 分 布 于 全 基因 组 的 45 万 个 以 上 的 CpG 标 记 进 行 分 析 , 结果 显示 个 体 的 DNA 甲 
基 化 (DNA methylation ) 与 衰老 速率 (aging rate) 之 间 存 在 一 定 的 数量 关联 , 并 在 
此 基础 上 提出 了 一 个 利用 个 体 的 甲 基 化 组 来 测量 个 体 生物 学 衰老 速率 的 定量 模 
型 。 研 究 还 发 现 与 衰老 速率 相关 的 个 体 甲 基 化 组 是 受制 于 性 别 和 遗传 变异 的 。 
此 外 ,个 体 所 处 的 环境 和 生活 方式 (吸烟 、 柄 酒 、 饮 食 和 运动 等 ) 也 会 驱动 表 观 基 
因 组 随 着 衰老 进程 而 发 生 持 续 的 变化 。 鉴 于 基因 组 甲 基 化 直接 关系 到 基因 表达 ， 
课题 组 分 析 了 年 龄 介 于 20~75 岁 的 488 人 的 全 血样 本 能 显示 的 基因 表达 谱 , 发 现 
有 326 个 基因 的 表达 与 衰老 相关 联 。 更 值得 注意 的 是 具有 年 龄 相关 表达 谱 的 基 
因 群 与 年 龄 相关 的 甲 基 化 标记 之 间 存 在 显著 的 相似 性 , 这 提示 年 龄 相关 的 甲 基 化 
组 变化 也 可 能 是 基因 表达 模式 功能 性 变化 的 。 

认识 到 表 观 基因 组 在 发 育 、 生 长 和 衰老 过 程 中 存在 着 一 个 动态 变化 的 过 程 ， 
以 及 体 细胞 的 表 观 基因 组 有 重新 编程 的 可 能 性 , 不仅 有 助 于 我 们 以 新 的 观点 来 探 
索 老 年 病 的 病理 机 制 , 发 展 和 建立 新 的 诊断 方法 和 药物 干预 的 新 途径 , 以 及 更 加 


图 5-28 应 用 比较 基 
因 组 技术 分 析 年 龄 不 
同 的 同 卵 双生 子 的 染 
色 体 DNA 差 异 甲 基 化 
( 引 自 M. 下 . Fraga 等 ) 
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准确 地 评估 老年 病 的 发 病危 险 性 , 还 为 通过 环境 和 生活 方式 的 改变 来 延缓 老年 
病 的 发 生 和 减轻 老年 病 的 严重 程度 提供 了 理论 依据 。 然 而 , 将 这 些 概念 付 诸 实践 
之 前 还 必须 解决 三 个 问题 : O 确定 表 观 遗传 修饰 与 特定 生理 或 病理 指标 的 相关 
性 ; @ 证 实 将 这 些 指 标 作 为 鉴别 诊断 的 潜在 可 能 性 和 技术 可 行 性 ; @) 通过 一 定 
规模 的 流行 病 学 调查 来 验证 实验 室内 的 表 观 遗传 病理 发 现在 人 群 中 的 真实 性 。 


§ 5.8” 表 观 遗 传 的 生物 学 意义 


5.8.1 s\RAgouti 基因 的 表达 调控 

我 们 可 以 用 实例 来 说 明 表 观 遗传 修饰 的 生物 学 意义 及 其 对 生命 科学 和 医 
学 工作 者 的 启示 。2003 年 , 基 尔 特 勒 (L. Jirtle) 和 沃 特 兰 (R. A. Waterland) H 
Agouti 小 鼠 做 了 一 个 表 观 遗传 学 的 经 典 实验 。Agouti 基 因 A 编 码 一 种 旁 分 泌 的 
信和 号 分 子 使 毛 宫 黑色 素 细胞 从 合成 黑色 素 转 为 合成 黄色 素 。 在 鼠 毛 生 长 的 中 间 
阶段 , A 基因 的 一 过 性 短暂 表达 在 每 根 鼠 毛 的 毛尖 下 方形 成 黄色 条 带 , 使 野生 型 
Agouti 小 鼠 呈 现 特征 性 的 棕 褐色 , 如 图 5-29a 中 间 插 图 。 实 验 者 在 A 基因 5' 端 上 
游 插 入 了 一 个 源 自 逆转 座 子 (retrotransposon ) 的 IAP (intracisternal A particle ) 序 
列 ,使 A 基 因 受 隐 含 在 IAP 中 的 启动 子 调控 而 持续 异 位 表达 , 造成 毛色 变 黄 (图 
5-29a), 插入 了 IAP 的 A 基 因 称 为 AY(4goxi viable yellow gene allele)。 然 而 ， 
IAP 启 动 子 区域 CpG 岛 的 甲 基 化 又 会 使 有 些 细 胞 中 的 A“ 基 因 表达 受 抑 , 甚至 沉 
默 。 这 种 表 观 遗传 差异 往往 发 生 在 胚胎 发 育 早 期 , 所 以 ,即使 在 近 交 系 同 窜 仔 鼠 
中 ,A “小 鼠 也 会 出 现 不 同 的 表 型 , 从 以 黄色 为 主 到 杂 以 大 小 不 等 的 棕 褐色 斑 块 。 
在 造成 毛色 广泛 变异 的 同时 ,还 造成 同 窝 仔 鼠 在 脂肪 代谢 、 葡 萄 糖 耐 受 和 肿瘤 易 
感性 等 方面 的 差异 。 

实验 的 对 象 是 基因 型 为 a/a 的 隐 性 纯 合 母 鼠 及 其 孕育 的 基因 型 为 A /a 的 
仔 鼠 。 孚 鼠 分 为 两 组 , 实验 组 孕 鼠 除 咀 以 标准 饲料 外 , 从 受孕 前 两 星期 起 还 增 
加 富 含 甲 基 的 叶酸 、 乙 酰 胆 碱 等 补充 饲料 , 而 对 照 组 孕 鼠 只 喂 饲 标准 饲料 。 结 
果实 验 组 孕 鼠 产 下 的 仔 鼠 大 多 数 在 身体 的 不 同 部 位 出 现 了 大 小 不 等 的 棕色 斑 
块 ,甚至 出 现 了 以 棕 褐 色 为 主要 毛色 的 小 鼠 ( 图 5-29b、c、d)。 而 对 照 组 孕 鼠 的 
仔 鼠 大 多 数 为 黄色 , 并 对 肥胖 、 糖 尿 病 和 肿瘤 易 感 。 分 析 表 明 喂 以 富 甲 基 人 饲料 
的 孕 鼠 所 产 仔 鼠 的 IAP 启 动 子 区 域 中 CpG 岛 的 甲 基 化 平均 水 平 远 高 于 对 照 组 ， 
转录 调控 区 的 高 甲 基 化 使 原本 该 呈 异 位 表达 的 基因 趋 于 沉默 , 毛色 也 趋 于 棕 褐 
色 。 当 然 , 由 于 种 间 差 异 ,小 鼠 实验 不 能 简单 地 外 推 到 人 ,但 这 并 不 能 降低 这 个 
实验 的 理论 价值 , 即 诸 如 营养 这 样 的 环境 因素 虽 不 会 引起 DNA 序 列 的 改变 , 却 
可 以 通过 改变 基因 的 甲 基 化 型 而 改变 其 表 观 遗传 型 , 造成 明显 的 、 可 遗传 的 表 
型 效应 。 

Agouti 小 鼠 的 实验 有 着 深刻 的 理论 启示 。Q 实验 表明 , 表 观 遗传 修饰 的 环 
境 因子 敏感 性 也 许可 以 用 来 解释 遗传 学 上 完全 一 样 的 个 体 ( 如 双生 子 ), 在 不 同 
的 环境 中 可 以 产生 明显 的 表 型 差异 , 也 提示 表 观 遗传 修饰 的 可 遗传 性 在 基因 和 
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拟 似 
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4gouti 异 位 表达 
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1AP 区 域 非 甲 基 化 





a 
正常 发 育 小 鼠 的 agouti 表 达 


AY b A 


IAP 区 域 甲 基 化 





图 5-29 富 甲 基 饲 料 
对 孕 女 后 代表 型 的 影响 


环境 的 相互 作用 中 起 着 重要 的 作用 。@@ 实验 表明 , 在 小 鼠 基因 组 的 可 转 座 因 子 
插入 位 点 的 异常 甲 基 化 会 引起 小 鼠 在 细胞 水 平 上 的 表 观 遗传 镶嵌 性 , 扩大 了 表 
型 变化 的 范围 。 这 一 点 对 人 类 来 讲 也 是 有 深刻 意义 的 , 因为 可 转 座 因子 这 类 在 
进化 过 程 中 由 外 来 DNA 演 化 而 来 的 所 谓 “ 寄 生 因 子 ”, 占 人 类 基因 组 的 35% 以 
上 组 分 。 这 些 寄 生 DNA 序 列 大 多 数 是 被 甲 基 化 的 ,被 沉默 的 。 但 也 有 一 些 处 于 
低 甲 基 化 或 非 甲 基 化 状态 。 现 已 在 约 4% 的 人 类 蛋白质 编码 基因 中 发 现 了 可 转 
座 因子 序列 , 甚至 还 发 现 不 少 基因 的 转录 也 像 AIAP 的 异 位 表达 那样 起 始 于 
可 转 座 因子 隐 含 的 启动 子 区 域 。 所 有 这 些 都 在 暗示 哺乳 动物 基因 组 中 的 可 转 
座 因子 可 能 赋予 机 体 相 当 大 的 表 型 可 变性 , 也 就 是 说 , 每 一 个 哺乳 动物 个 体 可 
能 因此 成 为 表 观 遗传 的 锐 舱 体 , 也 因此 更 容易 在 保持 基因 组 稳定 的 前 提 下 提高 
机 体 对 环境 的 适应 能 力 , 这 对 于 个 体 发 育 和 物种 演化 都 具有 十 分 重要 的 生物 学 
意义 。 


5.8.2 ”长 链 非 编码 核糖 核酸 的 表 观 遗传 调控 作用 的 生物 学 意义 

非 编码 RNA 在 表 观 遗传 调控 中 起 着 某 种 核心 作用 。DNA 甲 基 化 、 染 色 质 
结构 重 塑 和 组 蛋白 化 学 修饰 进程 中 都 有 lncRNA 和 功能 性 蛋白 质 与 它 协 同 。 例 
如 ,DNA 甲 基 化 涉及 多 种 DNA 甲 基 化 酶 (DNA methylferase), 染色 质 结构 重 塑 
则 有 核 小 体重 塑 因 子 (nucleosome remodeling factor, NURF) 等 参与 , 组 蛋白 的 各 
种 化 学 修饰 都 需要 特定 的 功能 和 蛋白质, 如 组 蛋白 脱 乙酰 化 酶 (histone deacetylase, 
HDAC), 、 组 蛋白 乙酰 转移 酶 (histone acetyltransferase, HAT ) 、 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 
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图 5-30 长 链 非 编码 
RNA 在 表 观 遗传 调控 
中 的 关键 作用 


BA: 探究 .思辨 与 创新 





GNAPIED (histone methyltransferase, HMT) 等 。 实 

pe 4 NN 际 上 表 观 遗传 调控 在 某 种 程度 上 是 决定 
CIncRNA > 生物 体 的 复杂 程度 的 分 子 机 制 , 基因 型 
ey 和 环境 因素 共同 决定 生物 表 型 的 最 大 协 

调 因子 就 是 表 观 址 传 调控 , 甚至 基因 型 


相同 的 个 体 可 以 因 环境 因素 的 变化 而 通 
过 表 观 遗传 调控 展现 出 不 同 的 表 型 , 实现 与 环境 最 大 限度 的 协调 。 此 外 , 作为 生 
命 活动 的 调控 元 件 , 无 论 从 周转 速度 或 调控 效率 来 看 非 编码 RNA 与 蛋白 质 是 完 
全 可 以 互相 媲美 的 两 种 大 分 子 。 
在 很 长 一 段 时 间 里 , 我 们 总 是 把 基因 组 的 大 小 , 或 者 基因 数目 的 多 少 作为 一 
种 生物 的 生物 学 复杂 程度 的 指标 。 然 而 , 在 表 5-1 里 , 我们 可 能 会 有 新 的 发 现 。 
表 5-1 列 出 了 7 种 模式 生物 的 基因 组 大 小 、 基 因 总 数 , 以 及 基因 组 中 非 编 码 蛋 白 
质 的 DNA 序 列 在 整个 基因 组 中 所 占 的 比例 , 同时 将 人 类 基因 组 的 这 几 个 参数 也 
列 在 表 内 。 显 而 易 见 , 非 编码 序列 在 基因 组 整个 基因 组 序列 所 占 比例 (ncDNA/ 
tgDNA ) 似乎 比 基 因 组 大 小 和 基因 数目 更 加 适合 作为 生物 复杂 程度 的 一 个 指标 。 
最 近 十 年 的 研究 不 仅 表 明 ncDNA/tgDNA 这 个 参数 更 能 反映 生物 的 复杂 程度 ， 
与 其 说 生物 体 之 间 存 在 的 物种 特异 性 差别 起 源 于 物种 间 非 共享 的 数 千 个 基因 ， 
还 不 如 说 更 多 地 起 源 于 非 编 码 区 。 这 也 提示 生物 的 基因 组 中 涉及 功能 调控 的 组 
分 随 着 生物 的 演化 过 程 会 有 一 个 比 结构 组 分 更 快 、 更 急剧 的 增长 , 在 基因 功能 调 
控 网 络 中 的 作用 也 越 来 越 显 得 重要 。 例如 2013 年 美国 麻 省 理工 学 院 的 扬 (R. A. 
Young) 实验 室 系 统 研究 了 人 和 小 鼠 的 胚胎 干细胞 中 RNA 的 来 源 ; 发 现 胚胎 干 细 
胞 中 绝 大 部 分 的 IncRNA 转 录 自 编码 蛋白 质 的 基因 区 域 , 这 些 IncRNA 与 mRNA 
以 相反 的 方向 相向 转录 出 InceRNAAmRNA 对 , 在 胚胎 干细胞 向 内 胚层 发 育 的 过 程 
中 两 种 RNA 的 合成 互相 调控 高 度 协调 , 在 而 后 的 发 育 阶 段 , 许多 IncRNA 被 细胞 
外 胞 体 (exosome ) 降解 。 对 胚胎 干细胞 中 IncRNA/mRNA 对 , 以 及 在 胚胎 发 育 早 
期 一 度 大 规模 合成 的 IncRNA 的 深入 研究 将 会 有 助 于 阐明 细胞 命运 决定 和 发 育 分 
化 的 机 制 。 


表 5-1 模式 生物 与 人 类 基因 组 .基因 数 和 非 编码 蛋白 质 的 DNA 序 列 在 基因 组 中 所 占 的 比例 





模式 生物 “基因 组 大 小 ”基因 neDNA/tgI 
大 肠 杆菌 (Escherichia coli) 约 4.6 Mb 4 288 0.122 
醉酒 酵母 (Saccharomyces cerevisiae) 约 12 Mb 6 000 0.295 
£1 tHE (Neurospora crassa) 2343 Mb 2) 10 000 0.624 
拟 南 芥 ( Arabidopsis thaliana) #43125 Mb 25 500 0.712 
SHER ( Caenorhabditis eleggans ) 297 Mb 19 049 0.742 
TE Rt (Drosophila melanogaster ) 约 120 Mb 约 13 600 0.810 
7) fel (Mus musculus ) 242500 Mb 23 786 0.950 
A ( Homo sapiens ) 24) 3000 Mb #4 22 000 0.983 


EE: ncDNA/tgDAN 为 基因 组 中 非 编码 序列 所 占 比例 。 
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在 第 2 章 最 后 一 段 , 我 们 曾经 提 到 : ”其 实 蛋 白质 和 核酸 , 以 及 不 同 蛋白 质 之 
间 错 综 复 杂 的 相互 作用 网 络 就 是 基因 表达 调控 的 核心 所 在 。 如 果 把 复杂 的 生命 
活动 比 作 一 部 演奏 中 的 交响 乐章 ,那么 蛋白 质 和 核酸 之 间 的 互相 识别 , 也 许 就 是 
指挥 和 演奏 家 之 间 的 信息 识别 和 交流 。” 现 在 我 们 是 不 是 应 该 进一步 充分 认识 
RNA 在 生命 交响 乐 中 的 关键 角色 了 呢 ? 更 有 意义 的 是 , RNA 协同 蛋白 质 通 过 表 
观 遗 传 调控 网 络 对 基因 组 功能 的 展现 有 着 一 定 的 能 动作 用 (图 5-30)。 


5.8.3 世代 之 间 的 表 观 遗传 

贯穿 生物 体 一 生 的 表 观 遗传 变化 有 没有 可 能 在 基因 组 中 留 下 可 遗传 的 标记 
呢 ? 2008 年 的 一 项 研究 上 暗示 了 亲 代 至 子 代 的 表 观 遗传 变化 的 传递 是 有 可 能 的 ， 
这 种 现象 称 为 世代 间 表 观 遗 传 (intergenerational epigenetic inheritance). i (B. 
T. Heijmans ) 等 在 2008 年 的 报告 称 , 对 现 已 处 于 老年 , 但 都 出 生 于 1944 一 1945 年 
那个 荷兰 的 饥饿 之 冬 (The Dutch Hunger Winter) 的 人 群 的 流行 病 学 研究 提示 , 在 
那个 饥荒 年 代 受 孕 的 人 与 受孕 于 那个 饥荒 年 代 之 前 或 之 后 的 兄弟 姐妹 有 着 不 一 
样 的 表 观 遗传 标记 , 这 些 不 一 样 的 标记 导致 胰岛 素 样 生长 因子 2(IGF2) 表 达 量 下 
降 , 并 一 直 影 响 着 在 饥饿 状态 下 孕育 的 儿童 的 生长 。 值 得 注意 的 是 , 这 些 表 观 遗 
传 标记 在 被 累及 的 个 体 身 上 维持 了 数 十 年 。 这 些 观察 暗示 世代 间 表 观 遗 传 的 可 
能 性 , 但 是 这 种 修饰 也 有 可 能 发 生 于 饥饿 条 件 下 的 子宫 而 不 是 发 生 在 生殖 系 。 所 
以 ,人 类 中 的 世代 间 表 观 遗 传 问题 还 要 进一步 深入 研究 。 

然而 , 在 模式 生物 系统 中 确实 观察 到 了 世代 间 表 观 遗 传 的 有 说 服 力 的 证 据 。 
例如 ,富兰克林 (T. B. Franklin) MTER (I. M. Mansuy ) 在 2010 年 的 一 篇 有 关 小 鼠 
的 报告 中 显示 ,一 种 环境 引起 的 雄 鼠 侵略 性 行为 会 造成 它 的 子 裔 小 鼠 同 样 的 特征 
性 行为 。 非 常 有 意义 的 是 , 子 裔 小 鼠 的 特定 基因 的 甲 基 化 型 确实 发 生 了 变化 。 这 
类 跨越 世代 的 实验 研究 都 在 提示 环境 所 形成 的 选择 压力 有 可 能 传递 至 子 细胞 和 
TAME., 

从 这 里 我 们 还 可 以 衍生 出 另外 一 个 性 质 完全 不 同 的 问题 , 表 观 遗传 修饰 会 不 
会 导致 遗传 密码 的 改变 ?我 们 知道 , 甲 基 化 的 胞 喀 啶 (C ) 可 以 通过 脱 氨 作 用 而 演 
变 成 胸腺 喀 了 啶 (T)。 在 人 类 基因 组 中 将 近 80% 的 甲 基 化 位 点 发 生 在 CpG 序列 上 
的 C 位 点 , 当 甲 基 化 的 C 经 水 解 反 应 脱毛 就 可 转变 为 T, 这 样 原 来 的 DNA 序 列 就 
被 改变 了 。 循 着 “CpG 一 C"pG 一 脱 氨 一 TpG 一 持续 、 稳 定 的 变异 ”的 进程 , DNA 
序列 就 发 生 了 永久 性 改变 。 这 也 许 会 改变 该 序列 衍生 的 mRNA 及 其 编码 的 蛋白 
质 , 或 者 使 相应 的 调控 IncRNA 不 能 与 之 结合 , 造成 表 观 遗传 调控 失效 , 而 结构 发 
生 了 改变 的 蛋白 质 仍然 可 能 在 不 受 调控 的 条 件 下 继续 合成 , 甚至 会 因 构 型 改变 而 
接受 另 一 个 或 另 一 组 IncRNA 的 错 调控 。 在 自然 条 件 下 , 这 个 从 C 到 T 的 转换 过 
程 是 随机 的 ,然而 大 量 的 实验 研究 表明 CpG 序 列 上 的 甲 基 化 C 位 点 由 C 至 T 的 转 
换 速率 比 非 甲 基 化 的 C 位 点 要 快 2 倍 左 右 。 这 就 提示 基因 组 中 的 CpG 岛 区 域 的 
甲 基 化 胞 喀 啶 脱 氨 反 应 很 可 能 是 有 偏 倚 的 、 不 完全 随机 的 , 这 一 点 在 生物 演化 中 
也 许 有 重要 意义 。 

§ 5.2 节 曾经 讨论 过 IncPRNA 可 以 将 DNA 甲 基 化 酶 DNMT3a 引 导 到 基因 组 
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中 的 靶 标 位 点 造成 位 点 特异 性 的 DNA 甲 基 化 , 而 DNA 特 定位 点 的 甲 基 化 又 会 
增加 突变 的 机 会 ,那么 是 不 是 可 以 进一步 设想 lncRNA 的 参与 有 可 能 驱动 某 些 遗 
传 变异 呢 ? 还 可 以 设想 能 不 能 用 这 个 机 制 来 解释 生物 物种 内 普遍 存在 的 单 核 苷 
酸 多 态 (single nucleotide polymorphism, SNP ) 呢 ?还 有 ,如果 一 个 基因 计 位 频频 
被 IncRNA 作 为 甲 基 化 的 靶 标 , 再 经 过 水 解脱 氨 作 用 , 似乎 有 可 能 使 这 一 段 DNA 
双 链 形成 更 大 比例 的 A-T 碱 基 对 , 遗传 密码 的 这 种 稳定 而 又 可 遗传 的 变化 也 会 
使 其 编码 的 蛋白 质 结构 和 功能 发 生变 化 , 甚至 完全 不 能 正常 转录 。 假 如 这 些 可 
能 性 确实 存在 , 我 们 就 有 理由 认为 IncRNA 引 导 的 DNA 甲 基 化 在 基因 组 的 演化 
中 起 着 积极 的 作用 。 我 们 还 可 以 从 另 一 个 角度 来 考虑 IncRNA 在 生物 演化 中 的 
可 能 作用 ,一 旦 IncRNA 自身 发 生 了 变异 , 它 也 可 能 导致 DNA- 和 蛋白 质 正 常 关联 
的 丧失 , 发 生变 异 的 IncRNA 会 将 另外 一 种 功能 性 分 子 引导 到 原先 设 定 的 特征 性 
基因 靶 标 , 造成 细胞 代谢 的 紊乱 。 那 么 , 这 种 “异常 ”是 不 是 也 有 可 能 在 自然 选 
择 的 作用 下 一 步 一 步 保 留 更 适应 环境 的 表 观 遗传 改变 和 突变 , 甚至 积累 更 加 有 
利 的 变异 组 合 催 生出 一 个 新 的 IncRNA 调控 网 络 , 并 激发 出 信号 通路 下 游 效应 分 
子 新 的 潜能 呢 ? 这 是 不 是 IncRNA 在 基因 组 的 演化 中 可 能 起 的 另 一 种 积极 的 作 
用 呢 ? 

细胞 生长 代谢 的 工作 机 制 及 其 调控 网 络 是 纷繁 复杂 的 , 它 既 受到 基因 组 的 严 
格调 控 , 又 对 细胞 内 外 环境 变化 高 度 敏感 。 上 述 讨论 只 是 让 我 们 进一步 认识 到 ， 
部 分 环境 变化 有 可 能 通过 表 观 遗传 机 制 增加 生物 体 的 复杂 性 , 赋予 生物 种 群 在 新 
的 环境 中 有 更 多 的 适应 机 会 。 尽 管 表 观 遗传 机 制造 成 的 可 遗传 变异 与 基因 突变 
都 不 是 定向 的 , 它 还 是 在 某 种 程度 上 为 环境 压力 导致 生物 种 群 变异 范围 的 扩大 提 
供 了 基因 突变 以 外 的 另 一 种 可 能 的 解释 。 


5.8.4 思考 与 启示 

人 类 基因 组 和 多 种 模式 生物 基因 组 测序 计划 的 完成 为 诠释 基因 组 功能 英 
定 了 基础 , 也 为 研究 在 基因 功能 表达 中 起 着 某 种 决定 作用 的 表 观 遗传 学 开拓 了 
广阔 空间 。 与 高 度 稳定 的 基因 组 相 比 , 表 观 基因 组 处 于 亚 稳定 或 准 稳定 状态 ， 
它 是 可 遗传 的 , 但 它 在 一 定 条 件 下 也 是 可 逆 的 , 在 个 体 发 育 和 生殖 细胞 形成 过 
程 中 是 经 历 重 新 编程 的 , 即使 高 度 分 化 的 成 年 哺乳 动物 体 细 胞 也 有 重 分 化 或 再 
分 化 的 潜在 可 能 。 在 表 观 遗传 研究 过 程 中 , 还 形成 了 表 观 遗传 修饰 、 表 观 遗 传 
突变 、 表 观 等 位 基因 (epialleles)、 表 观 基因 组 、 表 观 基因 组 学 (epigenomics)、 表 
观 遗 传 病 和 表 观 基因 治疗 (epigenetic therapy) 等 一 系列 科学 概念 。 这 些 概念 和 
思想 已 经 成 为 哺乳 动物 克隆 技术 的 改进 和 干细胞 移植 技术 用 于 临床 等 应 用 性 
研究 的 理论 先导 。 从 技术 上 讲 , 表 观 遗传 研究 促进 了 一 大 批 分 析 和 监控 技术 的 
发 展 , 如 基于 亚 硫 酸 氧 盐 能 选择 性 地 使 胞 喀 啶 核 苷 脱 氨 , 而 不 作用 于 5- 甲 基 胞 
EIERE, 发 展 和 建立 了 基因 组 DNA 的 5-mC 测 序 技术 和 限制 性 标记 基因 组 
筛选 技术 (restriction landmark genomic scanning, RLGS)。 还 有 甲 基 化 敏感 的 
任意 引物 PCR 技术 (methylation sensitive arbitrarily-primed PCR, MS-AP-PCR ) , 
差异 甲 基 化 杂交 (differential methylation hybridization, DMH), 以 及 专门 分 析 单 
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个 DNA 分 子 上 若干 个 CpG 岛 上 呈 串 联 状 时 完全 甲 基 化 的 甲 光 (MethyLight ) t 
术 。 甲 光 技 术 的 最 大 优势 是 能 以 万 分 之 一 的 灵敏 度 在 大 量 非 甲 基 化 和 部 分 甲 
基 化 DNA 序 列 的 背景 上 检测 出 一 连 串 CpG 岛 全 甲 基 化 的 DNA。 尤 其 值得 一 提 
的 是 , 甲 基 化 型 分 析 可 能 发 展 为 理想 的 检测 或 诊断 技术 有 两 大 优势 : D 甲 基 化 
型 既 能 反映 有 关 基 因 功 能 状态 及 与 此 相连 的 多 种 疾病 相关 的 丰富 信息 , 又 具有 
简单 的 “二 元 化 ”性质 , 即 令 甲 基 化 为 “0”, 非 甲 基 化 为 “1”, 就 可 以 进行 数字 化 
处 理 , 便于 开展 大 规模 和 自动 化 监测 分 析 ; @DNA 分 子 十 分 稳定 ,有 可 能 将 它 
和 DNA 的 SNP 分 析 等 置 于 同一 个 技术 平台 。 同 时 它 又 比 RNA 和 和 蛋白 质 更 便 
于 保存 和 运输 , 并 可 对 已 用 石蜡 .甲醛 或 乙醇 预 处 理 的 样本 进行 分 析 , 可 以 开发 
出 以 往 储 备 的 大 量 病理 学 资源 。 此 外 ,最近 基于 染色 质 免疫 共 沉 淀 (chromatin 
immunoprecipitation, CHIP ) 的 技术 也 已 开始 用 于 染色 质 修饰 因子 和 结合 因子 的 
高 通 量 检测 , 开始 发 展 和 建立 以 组 蛋白 结构 重 塑 为 靶 标的 表 观 遗传 修饰 分 析 系 
统 。 然 而 , 表 观 遗传 修饰 相关 酶 系 的 发 现 、 鉴 定 和 功能 研究 仍 是 今后 取得 突破 的 
关键 。 作 为 人 类 基因 组 计划 的 外 延 , 1999 年 12 月 包括 德国 、 法 国 、 英 国 和 美国 多 
家 学 术 机 构 和 公司 的 人 类 表 观 基因 组 合作 组 织 正 式 启动 了 人 类 表 观 基因 组 计划 
(Human Epigenome Project, HEP)。 计 划 的 第 一 阶段 是 全 面 解析 人 6 号 染色 体 上 
的 主 组 织 相 容 性 复合 体 (major histocompatibility complex, MHC ) 整个 区 段 的 甲 
基 化 变异 的 位 点 。MHC 区 段 约 含 150 个 活性 基因 ,其 中 多 数 与 免疫 识别 有 关 , 也 
与 许多 人 类 疾病 相关 联 。 目 前 已 鉴定 了 该 区 段 内 的 4 500 个 可 发 生 甲 基 化 的 位 
点 ,其 中 有 些 位 点 的 信息 有 望 为 阐明 某 些 类 型 的 自体 免疫 病 提 供 新 的 思路 。 该 
计划 还 通过 对 大 量 患 者 和 对 照 群体 的 组 织 样本 筛选 来 寻找 与 疾病 状态 有 强 相关 
的 特异 的 甲 基 化 指纹 。 

最 后 必须 指出 , 表 观 遗传 研究 丝毫 没有 降低 遗传 学 或 基因 组 学 的 重要 性 ， 
恰恰 相反 , 表 观 遗传 学 是 在 以 孟 德 尔 式 遗 传 为 理论 基石 的 经 典 遗 传 学 和 分 子 
遗传 学 母体 中 孕育 的 、 专 门 研究 基因 功能 实现 的 一 种 特殊 机 制 的 遗传 学 分 支 
学 科 。 
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SOR ”哺乳 动物 体 细胞 遗传 分 析 


体 细胞 遗传 学 是 以 离 体 培养 的 体 细胞 为 基本 实验 材料 来 研究 真 核 生物 ,尤其 
是 哺乳 动物 和 人 类 基因 组 的 结构 和 功能 的 遗传 学 分 支 学 科 。 

很 长 时 期 以 来 , 我们 关于 生命 活动 分 子 机 制 的 研究 , 都 是 利用 原核 生物 或 者 
真菌 这 样 的 低 等 真 核 生 物 作 为 实验 材料 的 , 原因 是 这 些 生物 生长 周期 短 , 易于 获 
得 大 的 群体 , 便于 进行 可 控 的 实验 研究 。 所 谓 分 子 遗 传 学 , 过 去 几乎 由 细菌 和 病 
毒 遗 传 学 衍生 而 来 。 然 而 , 随 着 哺乳 动物 体 细胞 遗传 学 的 发 展 , 特别 是 体 细胞 遗 
传 学 和 DNA 重组 技术 的 结合 ,使 遗传 学 家 开始 拥有 一 种 能 剖析 高 等 真 核 生物 , 包 
括 哺乳 动物 和 人 类 自身 的 基因 组 的 强 有 力 的 研究 手段 。 人 们 不 必 经 过 有 性 繁殖 
和 世代 交替 过 程 , 就 能 直接 在 细胞 和 分 子 水 平 上 , 研究 和 分 析 哺 乳 动物 和 人 类 基 
因 组 的 结构 和 功能 , 并 且 还 能 把 研究 成 果 应 用 于 医学 研究 和 临床 实践 的 许多 领 
域 。 体 细胞 遗传 学 已 经 成 为 医学 科学 的 一 门 重要 基础 学 科 。 

本 章 先 简要 回顾 一 下 体 细胞 遗传 学 发 展 的 简 史 , 然后 从 突变 研究 、 细 胞 融合 
和 基因 转移 等 方面 来 介绍 体 细胞 遗传 学 和 体 细胞 分 子 遗 传 学 研究 的 进展 ,包括 由 
体 细胞 遗传 学 衍生 的 干细胞 生物 学 。 


86.1 体 细胞 遗传 学 简 史 


早 在 20 世 纪 40 年 代 , 哺 乳 动物 细胞 在 体外 连续 培养 成 功 之 后 不 久 ,就 有 人 开 
始 摸 索 获得 单 细胞 起 源 的 细胞 培养 物 的 可 能 性 。40 年 代 末 , 人 肿瘤 细胞 来 源 的 
HeLa 细 胞 建 株 成 功 , 大 大 推动 了 细胞 营养 和 株 系 建立 等 方面 的 研究 。 抗 生 素 的 
广泛 应 用 克服 了 细胞 体外 培养 极 易 被 细菌 污染 这 个 技术 障碍 ,使 得 体外 培养 细胞 
成 为 一 种 很 容易 得 到 的 实验 材料 。 然 而 ,所 有 这 些 都 不 足以 成 为 体 细胞 遗传 学 的 
起 点 。 利 用 体 细胞 进行 遗传 分 析 的 先决 条 件 是 发 展 和 建立 一 种 简便 、 快 速 而 又 可 
靠 的 技术 ,来 形成 由 单个 细胞 经 无 性 繁殖 衍生 而 来 的 、 在 遗传 上 纯 一 的 细胞 群体 。 
1955 年 , 美国 的 派克 (T. T. Puck) 和 玛 罗 斯 (P Marous ) 成 功 地 获得 了 第 一 个 单 细 
胞 克隆 , 为 建立 遗传 上 纯 一 的 细胞 群体 和 体 细 胞 的 定量 研究 奠定 了 基础 。 不 和 久 ， 
他 们 又 发 明了 从 动物 和 人 体 直接 取样 建立 细胞 克隆 的 技术 , 在 实验 材料 上 打开 了 
在 医学 研究 中 应 用 体 细 胞 遗传 学 的 大 门 。 
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哺乳 动物 体 细胞 遗传 研究 是 从 染色 体 分 析 开 始 的 。1952 年 徐 道 觉 (T. C. 
Hsu) 发 明了 染色 体制 片 的 低 渗 处 理 技术 , 这 一 方面 为 蒋 又 兴 (J. H. Tijio) 等 确定 
人 的 染色 体 数目 和 辨认 各 个 染色 体 提供 了 有 效 的 实验 手段 , 另 一 方面 也 为 20 世 
纪 60 年 代 兴 起 的 哺乳 动物 体 细胞 遗传 学 的 染色 体 分 析 和 医学 细胞 遗传 学 开 了 个 
头 。70 年 代 的 染色 体 分 带 技术 和 80 年 代 的 染色 体高 分 辨 显 带 技术 都 是 在 此 基础 
上 发 展 起 来 的 ,目前 都 已 成 为 临床 医学 遗传 学 的 重要 研究 技术 。 

20 世 纪 60 年 代 , 法 国学 者 巴尔 斯 基 (G. Barski) 等 发 现 体 外 培养 的 小 鼠 细 胞 
能 自发 融合 。 日 本 学 者 冈 田 善 雄 (Y. Okada) 又 发 现 仙台 病毒 (Sendai virus) 可 促 
进 细胞 融合 , 提高 同 种 和 异种 细胞 的 融合 率 。 可 惜 的 是 巴尔 斯 基 和 冈 田 善 雄 都 
没有 将 细胞 融合 现象 和 促进 融合 的 技术 用 于 体 细胞 的 遗传 分 析 。 真 正 将 细胞 融 
合作 为 遗传 研究 的 方法 提出 来 的 是 美国 的 哈里 斯 (H. Haris) 和 沃 特 金 斯 (本 F. 
Watkins) ,他 们 用 小 鼠 不 同 株 ( 系 ) 肿 瘤 细胞 间 的 杂种 细胞 ,以 及 人 - 鼠 杂 种 细胞 所 
做 的 实验 研究 ,被 公认 为 是 在 体 细胞 水 平 进行 遗传 重组 分 析 的 开拓 性 工作 。 

体 细胞 遗传 学 的 另 一 个 重要 成 就 是 体 细胞 的 人 工 诱 变 研 究 。1968 年 , 朱 孝 
Wi (E. H. Y. Chu) 和 马 林 (H. V. Malling), 还 有 高 法 恬 (F. D. Kao) 和 派克 两 个 研 
究 小 组 分 别 用 化 学 诱 变 剂 诱发 中 国 仓鼠 (Chinese hamster) 细胞 的 药物 抗 性 突变 
和 营养 缺陷 突变 成 功 ,开创 了 哺乳 动物 体 细胞 基因 突变 研究 的 新 阶段 。 在 此 基础 
E, 基因 突变 的 定量 研究 、 突 变型 细胞 的 生化 遗传 分 析 、 人 类 分 子 病 的 体外 研究 ， 
以 及 突变 机 制 的 研究 都 很 快 发 展 了 起 来 。 

20 世 纪 70 年 代 以 来 , 哺乳 动物 和 人 类 基因 的 分 离 和 克隆 、DNA 重组 、 基 因 转 
移 和 核 苷 酸 序列 分 析 等 技术 , 在 体 细胞 遗传 学 中 得 到 了 广泛 的 应 用 , 使 哺乳 动物 
和 人 类 基因 组 的 结构 和 功能 表达 调控 的 研究 从 细胞 水 平 进入 了 分 子 水 平 。 

1989 年 徐 立 之 (L. C. Tsui) 等 从 汗腺 细胞 培养 物 分离 到 的 mRNA 制备 的 
cDNA 文库 中 成 功 克隆 圳 性 纤维 症 的 疾病 相关 基因 , 这 是 在 生物 信息 学 尚未 兴起 
的 前 基因 组 时 代 , 针对 一 个 既 不 知道 疾病 相关 蛋白 结构 , 也 没有 关于 这 个 蛋白 发 
挥 功能 的 器 官 或 组 织 的 任何 线索 的 条 件 下 , 应 用 定位 克隆 技术 成 功 克隆 , 进而 搞 
清楚 其 蛋白 产物 结构 和 功能 的 第 一 个 人 类 疾病 相关 基因 。 

20 世 纪 90 年 代 兴 起 转基因 动物 和 基因 工程 动物 研究 是 哺乳 动物 体 细胞 遗传 
研究 向 整体 动物 研究 的 革命 性 突破 。 

1997 年 威 尔 穆 特 和 K. 坎 贝尔 克隆 多 莉 羊 成 功 ,引发 了 关于 哺乳 动物 体 细胞 发 
育 全 能 性 研究 热潮 ,并 催生 了 胚胎 干细胞 和 诱导 干细胞 的 实验 研究 和 应 用 研究 。 


§6.2 ” 体 细 胞 的 突变 研究 


6.2.1 体 细 胞 变异 的 基础 和 突变 的 判定 标准 

用 培养 细胞 进行 突变 研究 的 最 大 优点 ,是 可 以 在 严格 控制 的 实验 条 件 下 , 多 
次 重复 地 对 哺乳 动物 和 人 基因 结构 和 表达 直接 进行 研究 。 但 是 , 并非 体 细胞 的 
一 切 变异 都 来 自 基因 结构 的 变异 。 除 了 结构 基因 和 调控 基因 的 突变 外 , 造成 体 
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细胞 变异 的 原因 还 有 染色 体 数 目 和 结构 的 变化 、 体 细胞 交换 、 基 因 或 染色 体 失 活 、 
基因 的 选择 性 扩 增 、 基 因 表 达 异 常 , 以 及 核 外 基因 变异 等 。 有 些 变化 , 如 由 表 观 遗 
传 修饰 引起 的 DNA 分 子 上 特异 位 点 的 甲 基 化 ,虽然 并 不 改变 基因 的 DNA 序 列 ,但 
基因 的 甲 基 化 型 会 在 甲 基 化 维持 酶 的 作用 下 , 在 体 细胞 中 世代 相传 , 这 是 体 细胞 
突变 研究 中 必须 加 以 注意 的 。 因 此 , 对 突变 型 细胞 的 鉴定 必须 是 多 层次 的 , 谨慎 
细致 的 。 

根据 大 多 数 体 细胞 遗传 学 家 的 意见 ,确定 一 个 表 型 变异 的 细胞 克隆 是 不 是 源 
于 基因 突变 ,可 参考 下 列 标准 。 

(1) 变异 型 细胞 在 野生 型 细胞 群体 中 的 发 生 是 随机 的 。 出 现 概 率 是 极 低 的 ， 
一 般 为 10“~10“。 

(2) 在 诱 变 实验 中 , 变异 型 细胞 发 生 的 概率 应 和 诱 变 剂 的 剂量 成 正 相关 。 在 
变异 细胞 群体 中 ,同一 类 诱 变 剂 也 能 诱发 回复 突变 。 

(3) 在 非 选择 性 培养 基 上 , 突变 型 细胞 的 表 型 是 稳定 的 , 而 表 型 饰 变 造 成 的 
变异 是 不 稳定 的 。 必 要 时 应 在 非 选 择 性 培养 基 上 , 连续 观察 变异 细胞 30~50 个 群 
体 倍 增 时 间 ,并 在 选择 性 培养 基 上 鉴定 其 变异 性 状 的 稳定 性 。 

(4) 把 待 处 理 的 细胞 群体 分 割 成 若干 个 细胞 亚 群 , 然后 再 进行 诱 变 处 理 , 若 
各 亚 群 中 变异 型 细胞 出 现 频 度 有 显著 差异 , 则 可 以 认为 是 突变 引起 的 变异 。 

(5) 变异 细胞 的 染色 体 组 型 和 野生 型 细胞 一 样 , 借以 排除 染色 体 数 目 和 结构 
变异 的 可 能 性 。 

(6) 设法 探索 变异 的 蛋白 产物 , 如 免疫 交叉 反应 物质 、 热 稳定 性 较 差 的 酶 结 
构 异 常 的 特殊 蛋白 等 。 

(7) 追溯 造成 变异 的 细胞 蛋白 产物 及 为 其 编码 的 基因 。 如 果 有 可 能 , 分 离 和 
克隆 这 类 基因 ,并 从 核 苷 酸 序列 分 析 中 确定 基因 结构 的 改变 。 


6.2.2 ”突变 率 的 生物 学 意义 及 其 估算 方法 

基因 突变 率 是 每 个 细胞 在 一 个 世代 的 时 间 内 标志 基因 发 生 突变 的 概率 , 突变 
率 的 单位 是 突变 /( 世 代 … 细胞 )。 值 得 注意 的 是 突变 率 的 概念 必须 和 突变 型 频 度 
的 概念 相 区 别 , 突 变型 频 度 是 细胞 群体 中 突变 型 细胞 的 比例 , 它 和 突变 率 有 关 , 但 
没有 时 间 的 概念 。 突 变 率 是 在 特定 的 细胞 遗传 背景 和 内 外 环境 条 件 下 ,标志 基因 
位 点 遗传 结构 稳定 性 的 数量 标志 , 是 定量 突变 研究 的 核心 。 多 方面 的 研究 表明 ， 
细胞 基因 组 的 广泛 重 排 , 核 苷 酸 代谢 缺陷 突变 ,DNA 复制 、 修 复 和 重组 酶 的 缺陷 ， 
细胞 中 各 种 核 苷 酸 库 的 相对 丰 度 等 因素 , 都 会 造成 基因 突变 率 的 明显 改变 , 这 也 
表明 突变 率 的 改变 往往 具有 深刻 的 生物 学 意义 。 

长 期 以 来 哺乳 动物 体 细胞 群体 的 基因 突变 率 测定 , 一 直 沿 用 卢 里 亚 和 德尔 
布 吕 克 1943 年 提出 的 细菌 突变 率 估算 方法 。 但 是 已 发 表 的 资料 表明 这 样 的 沿 
用 误差 很 大 , 甚至 对 同一 细胞 系 的 同一 标志 基因 的 突变 率 估 值 有 时 也 可 能 相差 
10~1 000 倍 。 为 了 减少 误差 , 提高 哺乳 动物 体 细胞 群体 基因 突变 率 的 估算 可 靠 性 
和 可 比 性 , (RARE (J. L. Fu) 等 于 1982 年 在 卢 里 亚 和 德尔 布 吕 克 公 式 的 基础 上 提 
出 了 哺乳 动物 体 细胞 突变 率 估算 的 参数 决定 序列 ,不 久 又 提出 了 突变 率 估 值 的 实 
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验 修正 方法 。 

卢 里 亚 和 德尔 布 吕 克 的 计算 突变 率 公 式 是 : 

P= 

式 中 ,4 是 基因 突变 率 ; N 是 细胞 群体 的 大 小 ; P, 是 簿 香 实 验 中 不 出 现 突 变型 细胞 
的 培养 物 在 培养 物 总 数 中 的 比例 ; e 是 自然 对 数 的 底 。 

利用 这 个 公式 测定 哺乳 动物 体 细胞 的 基因 突变 率 ,实验 所 涉及 的 9 个 参数 如 下 : 

U: 标志 基因 的 突变 率 ; 

Po: 不 出 现 突 变型 细胞 的 培养 物 比 数 ; 

No: 实验 开始 时 接种 的 细胞 总 数 , 即 细胞 群体 大 小 ; 

C: 征 特 实验 中 细胞 培养 物 的 总 数 ; 

N: 实验 结束 时 每 组 培养 物 的 细胞 群体 大 小 ; 

K: 在 C 组 培养 物 中 出 现 一 个 以 上 突变 型 细胞 克隆 的 培养 物 数目 ; 

n: 不 影响 突变 型 细胞 克隆 形成 的 最 大 接种 量 , 即 每 个 培养 耻 中 的 最 大 人 允许 
的 细胞 接种 密度 ; 

D: 实验 所 耗 的 培养 四 总 数 ; 

g: 细胞 总 数 从 六 到 增加 到 六 所 经 过 的 群体 倍增 世代 数 。 

参数 确定 的 顺序 如 图 6-1。 先 从 预备 实验 或 文献 复习 中 估算 4 的 范围 。 然 
后 根据 图 6-2, 确定 一 组 可 行 而 又 适当 的 P 值 和 N 值 。 从 NN 推 算出 和 N, 和 g。 关 键 
是 K 值 的 选择 , 为 了 使 实验 的 相对 取样 误差 不 大 于 10%,KK 必 须 大 于 或 等 于 10， 
6-2 是 基于 K=10 绘 制 的 ,这样 C 可 直接 从 图 中 确定 。N 是 因 细 胞 和 标志 基因 而 异 
的 实验 测定 数值 , 综合 C 和 n 可 算出 D。D 是 衡量 整个 实验 的 人 力 和 物力 消耗 的 
主要 参数 。 这 个 参数 决定 顺序 使 哺乳 动物 体 细胞 定量 诱 变 研 究 的 实验 设计 更 为 
科学 ,也 更 为 方便 。 


P,=0.01, C=11 
P,=0.1, C=12 


图 6-1 哺乳 动物 体 细 
胞 突变 率 测 定 的 诸 参 数 
A (5| A J.L. Fu) 10° 107 10° 10° 





1 
LSSI 


三 


H 


图 6-2 在 不 同 的 P 
和 C 值 水 平 上 NN 和 ww 的 
关系 ( 引 自 J.L. Fu) 
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图 6-3 RREH 
见 光 选 择 法 示意 ( 引 自 
T. T. Puck) 


6.2.3 选择 在 突变 研究 中 的 决定 性 作用 
体 细 胞 突变 研究 的 遗传 性 状 , 是 由 一 个 遗传 上 纯 一 的 细胞 群体 来 表现 的 。 要 在 
细胞 群体 中 发 现 和 分 离 那些 出 现 概率 极 低 的 突变 细胞 , 并 使 之 形成 性 状 可 见 或 可 测 
的 细胞 群 ,必须 根据 标志 基因 所 涉及 的 代谢 途径 ,设计 和 建立 专门 的 选择 系统 。 对 于 
代谢 类 似 物 和 药物 的 抗 性 突变 ,或 者 免疫 学 上 抗原 特性 的 突变 细胞 , 可 采用 直接 群 
选 法 , 就 是 在 含有 一 定量 的 药物 或 抗 血清 的 培养 基 上 选 出 突变 细胞 克隆 。 至 于 其 他 
类 型 的 突变 , 则 要 用 经 过 富 集 突变 型 细胞 的 间接 选择 法 。 常 用 的 有 无 胸腺 喀 啶 致死 
法 ,致死 生长 法 (lethal-growth method)( 又 称 青霉素 法 ), 溴 尿 喀 啶 加 可 见 光 法 等 。 图 
6-3 显示 了 利用 省 尿 喀 啶 加 可 见 光 法 选择 营养 缺陷 突变 型 的 实验 模式 。 在 基本 培养 
基 上 , 野生 型 细胞 能 生长 繁殖 ， 


my N Pa 并 在 DNA 复 制 和 生长 过 程 中 吸 
>= HBUdR Ho 收 培养 基 上 的 溴 尿 喀 啶 ,而 发 生 
moa Oe) ©) 了 营养 缺陷 突变 的 细胞 在 基本 

3 © 培养 基 上 不 能 生长 ,所 以 也 就 不 
可 风光 会 吸收 或 摄 人 省 尿 喀 啶 。 实 验 

的 下 一 步 是 用 可 见 光照 射 细胞 

Ras ren 群体 , 这 时 野生 型 细胞 由 于 摄 入 
AYER ME EBS A DNA 而 对 可 见 


Cp 胞 克隆 
光敏 感 ,最 终 导致 细胞 死亡 。 这 


时 通过 洗涤 除去 培养 液 中 残留 的 溴 尿 喀 啶 ,将 存活 的 细胞 换 入 完全 培养 基 中 培养 , 即 
可 使 没有 被 可 见 光 杀 死 的 营养 缺陷 型 细胞 不 断 生 长 并 形成 营养 缺陷 型 细胞 克隆 。 

对 于 突变 率 极 低 的 隐 性 突变 , 可 以 通过 代谢 抑制 和 间接 选择 相 结合 的 方法 来 簿 
选 , 即 先 选 出 杂 合子 细胞 ,再 从 杂 合 子 群体 中 选 出 纯 合 隐 性 突变 细胞 。 $ 3.5 中 介绍 的 
乌 尔 劳 布 和 葵 辛 用 甲 氨 蝶 叭 加 氛 标 记 尿 喀 啶 核 背 法 , 分 步 选 出 双 氢 叶酸 还 原 酶 突变 细 
胞 就 是 一 个 成 功 的 实例 。 


6.2.4” 表 型 迟缓 和 选择 程序 

体 细胞 诱 变 实验 的 关键 是 给 突变 型 细胞 一 段 表 达 突 变 表 型 的 表达 期 。 细 胞 
发 生 突 变 后 ,并 不 会 立刻 表现 出 突变 型 的 表 型 ,而 是 要 间隔 一 段 时 间 , 这 种 现象 称 
为 表 型 迟缓 。 在 表达 期 中 , 细胞 经 历 了 两 个 性 质 不 同 的 过 程 : 一 是 诱 变 剂 引起 的 
损伤 和 结构 变异 在 复制 后 的 DNA 分 子 中 得 以 固定 ,这 个 过 程 和 DNA 的 复制 、 易 
误 修复 (error-prone repair ) 、 重 组 错位 (unequal exchange ) . 单 链 断裂 ,以 及 DNA 小 
段 缺失 等 细胞 反应 有 关 ; 二 是 某 种 为 选择 剂 所 作用 的 标志 基因 在 发 生 突变 前 编 
码 合成 的 正常 蛋白 产物 , 及 其 翻译 模板 mRNA 的 数量 下 降 到 某 种 水 平 , 或 者 是 细 
胞 内 标志 基因 的 突变 型 蛋白 产物 , 积累 到 足以 使 细胞 表现 其 突变 表 型 。 这 两 个 过 
程 都 需要 一 定 的 时 间 , 然后 才能 使 突变 细胞 在 细胞 水 平 显 示 该 基因 突变 的 作用 。 
只 有 这 两 个 过 程 完成 之 后 , 即 度 过 了 一 定 的 表达 期 之 后 , 方 能 用 选择 剂 来 选择 实 
验 细胞 群体 中 的 突变 型 细胞 。 图 6-4 是 体 细胞 诱 变 实验 的 一 个 基本 参考 模式 , 在 
有 具体 工作 中 可 根据 细胞 和 标志 基因 的 性 质 做 些 改动 。 
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=n 表达 期 突变 型 细胞 克隆 形成 期 
OO 
= 7 8 9 10 H 13 4 


分 散 细胞 计数 克隆 
EA Hi 





0 l 


A64 诱 变 实验 操作 程序 流程 示意 


6.25 诱 变 是 实验 研究 中 扩大 细胞 遗传 变异 范围 的 主要 方法 

体 细 胞 诱 变 实验 的 成 功 , 大 大 增加 了 可 供 分 析 和 研究 的 遗传 变异 的 数量 和 种 
类 。 现 已 分 离 到 的 诱发 突变 的 种 类 , 除了 药物 抗 性 和 营养 缺陷 型 突变 外 , 还 有 多 
种 重要 酶 或 酶 系 温度 敏感 突变 , 味 叭 和 喀 啶 合成 酶 的 缺陷 突变 , DNA 修复 缺陷 突 
变 和 多 种 基因 表达 调控 基因 突变 。 这 些 诱 变 后 分 离 到 的 突变 细胞 株 的 建立 为 融 
合 杂 交 和 基因 转移 的 研究 提供 了 丰富 的 实验 材料 。 此 外 , 从 罕见 的 临床 病例 分 离 
到 的 突变 细胞 及 其 有 关联 的 突变 细胞 株 的 建立 , 极 大 地 增进 了 我 们 对 某 些 分 子 病 
的 遗传 本 质 的 了 解 。 

男 一 方面 , 对 诱 变 产生 的 突变 基因 或 基因 产物 的 研究 , 也 促进 了 对 源 于 患者 
的 突变 细胞 的 研究 , 并 逐步 形成 了 发 展 十 分 迅速 的 医学 分 子 遗传 学 新 领域 。 医 学 
分 子 遗 传 学 的 研究 主要 集中 在 两 个 方面 : 一 是 遗传 病 的 分 子 病理 学 研究 ; 二 是 遗 
传 性 分 子 病 的 实验 诊断 , 特别 是 产 前 诊断 的 方法 研究 。 表 6-1 列 举 了 几 种 有 代表 
性 的 血红 蛋白 遗传 病 的 分 子 病理 变异 。 表 6-2 以 痛风 和 蛋白酶 抑制 缺陷 症 为 例 ， 
介绍 了 两 种 分 子 诊断 方法 。 最 近 几 年 国内 外 在 这 个 领域 中 的 进展 有 望 取得 遗传 
病 诊 断 ,乃至 治疗 的 重大 突破 。 


AO) 几 种 有 代表 性 的 血红 蛋白 异常 疾患 的 分 子 病理 学 


基因 突变 的 区 段 与 类 别 分 子 水 平 的 病理 变化 
B 珠 蛋白 基因 外 显 子 葵 代 突变 6 
HbA (正常 ) nee GAA- 
RET TAM 
MS ty GTA 
ec MAM- 
B 珠 蛋 自 基因 外 显 子 密码 终止 突变 
144 145 146 147 148 149 
HbA (正常 ) 一 一 一 一 一 | 一、 一 一 


HbS 
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ae ee 





B 珠 蛋白 基因 内 含 子 替代 突变 


INS1 (正常 ) 2 TTGG.…… TTAG/……: 
INS1* (拼接 信号 增加 ) tes TIAG……TTAG/…… 
a 珠 和 蛋白 基因 外 显 子 移 码 突变 


137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 


HAR 丝氨酸 赖 氮 酸 MAM WHAM 终止 
147 


137 pC 
Hbwane ......ACC TCA AAT ACC GT? AAG CTG GAG CCT CGÒ TAG 全. 
苏 氨 酸 丝氨酸 ze FAR LAR ARM ZAM SAM MRM HAM Hit 
a 珠 蛋白 基因 外 显 子 终止 密码 突变 
140 141 142 143 144 172 
HbA (IE) = ..... TAC CGT TAAIGCT GGA sesa GAA rarer 
eee 酷 氨 酸 精 氨 酸 终止 
HDconstan-Spring a TAC CGT CAA GCT GGA af 
vente 酷 氨 酸 精 氨 酸 GH FRM 甘氨酸 …-… 谷 氨 酸 
ax 珠 蛋白 基因 内 含 子 缺 失 突变 
INS1( 正 常 ) ee HGTAGCCT.…… 
INS1* (拼接 信号 减少 ) wees 1 c Teee 


* 因 为 真 核 细 胞 基因 的 转录 产物 都 带 有 内 含 子 序 列 , 在 mRNA 成 熟 过 程 中 , 以 内 含 子 序列 两 端的 /GT… 
AG// 为 拼接 信号 ,拼接 信号 序列 突变 会 改变 mRNA 和 它 编码 的 蛋白 质 结构 ,导致 异常 血红 蛋白 的 形成 。 


表 6-2 遗传 病 的 分 子 病理 学 及 其 分 子 诊断 方法 举例 






痛风 (HPRT* 缺陷 ) 50 108 109 110 


HPRT( 正 常 ) 00 ess TEGA eee CAG TCA ACA: 用 特定 的 内 切 酶 诊断 
or ee a= 丝氨酸 苏 氨 酸 ……- 
HPRT (伦敦 型 】…… ey ERG FEA ACK 增加 一 个 Hpa 工 切 点 
Pt (GTT | AAC) 
HPRT( 多 伦 多 型 ) ……: i CGA TCA ACA 减少 一 个 Tag 工 切 点 
甘氨酸 (T | CGA) 
胰 和 蛋白酶 抑制 剂 缺 乏 症 
(a-AT** 缺陷 ) 341 342 343 FASE RRR OT 
a,-ATPi™ (IE # ) eee GAC GAG AAA.…… 
sesso FAR RAM MAM. 
Re ee bal 用 2 种 探 针 和 3 种 内 切 酶 
pee ee GAC AAG AAA.…… Hin d II „Xba I 
a-ATPŽ (RR) n ze HIM KAM 与 Bam H I 诊断 


* 次 黄 呆 叭 鸟 呆 叭 磷酸 核糖 转移 酶 ; ** 抗 胰 蛋 白 酶 。 
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6.26 ”基因 突变 和 体 细胞 疾病 

除了 利用 患者 的 体 细胞 培养 物 进行 遗传 性 疾病 的 病理 学 研究 之 外 ,医学 分 子 
遗传 学 研究 的 另 一 个 重要 内 容 是 研究 由 于 体 细 胞 的 基因 突变 所 引起 的 体 细胞 疾 
病 的 分 子 病理 学 。 恶 性 肿瘤 是 最 突出 的 体 细胞 疾病 , 将 在 第 8 章 深入 讨论 。 这 里 
以 动脉 粥 样 硬化 为 例 , 介 绍 因 体 细 胞 的 调控 基因 突变 引起 的 疾病 。 

动脉 粥 样 硬化 是 指 动 脉 内 膜 有 胆固醇 胆固醇 酯 和 磷脂 等 脂 质 沉淀 , 并 伴 有 
平滑 肌 细 胞 和 纤维 成 分 的 增生 ,逐渐 发 展 成 局 限 性 斑 块 ,导致 动脉 管 壁 增 厚 ,管道 
变 窗 和 所 在 器 官 缺 血 和 缺 氧 的 一 种 严重 心血 管 疾病 。 关 于 动脉 粥 样 硬化 的 发 病 
机 制 存在 多 种 不 同 的 学 说 , 目前 公认 的 看 法 是 : 造成 动脉 粥 样 硬化 的 重要 原因 之 
一 是 血浆 中 富 含 胆固醇 的 低 密度 脂 蛋白 (LDL ) 及 其 前 体 富 含 甘油 三 酯 的 极 低 密 
度 脂 蛋白 (VLDL ) 水 平 的 增高 和 高 密度 脂 蛋白 (HDL ) 水 平 的 下 降 。 

在 通常 情况 下 , 细胞 会 合成 内 源 性 胆固醇 供 生 长 和 增殖 之 需 。 当 血浆 中 
LDL 和 细胞 表面 的 LDL 受 体 结合 而 进入 细胞 时 , 内 源 性 胆固醇 合成 则 会 受 抑 。 
细胞 转 而 利用 非 内 源 LDL 水 解 产 生 的 胆固醇 , 还 可 将 多 余 的 胆固醇 酯 化 后 以 胆 
固 醇 酯 的 形式 储存 在 细胞 内 。 当 LDL 与 LDL 受 体 的 复合 物 持 续 不 断 地 进入 细胞 
时 ,细胞 中 外 源 性 胆固醇 越 来 越 多 ,这 时 不 仅 内 源 性 胆固醇 合成 停止 ,还 会 使 细胞 
表面 LDL 受 体 数目 减少 , 以 防止 细胞 内 胆固醇 的 过 度 积聚 。 所 以 “LDL-LDL 受 
体 ” 系统 是 调节 胆固醇 的 摄取 合成 和 储存 的 一 个 重要 途径 。 

细胞 病理 学 和 细胞 化 学 的 研究 表明 , 动脉 粥 样 硬化 壁 斑 是 由 一 群 胆固醇 合 
成 调节 严重 失控 的 细胞 聚集 而 成 的 , 这 些 细胞 在 LDL 过量 的 情况 下 , 继续 进行 内 
源 性 胆固醇 的 合成 。1973 年 , 本 迪 特 (E. P. Benditt) 等 用 生化 遗传 学 方法 , 证实 的 
确 有 部 分 动脉 硬化 壁 斑 是 起 源 于 发 生 了 导致 胆固醇 合成 失控 的 基因 突变 的 细胞 
及 其 衍生 克隆 形成 的 。 从 “LDL-LDL 受 体 ” 系统 来 分 析 , 这 个 突变 很 可 能 会 造成 
LDL 受 体 结构 变异 或 LDL 受 体 在 细胞 表面 的 数量 和 分 布 改变 , 也 可 能 与 受 体 作 
用 系统 的 某 种 间 介 物质 有 关 。 

为 了 获得 细胞 实验 模型 , 辛 讷 斯 基 (M. Sinensky ) 等 筛选 了 胆固醇 合成 调节 
突变 型 细胞 。 他 在 众多 的 胆固醇 结构 类 似 物 中 , 找到 了 非常 特殊 的 25- 产 胆 固 
醇 , 它 与 胆固醇 之 间 的 结构 差异 使 它 虽 然 不 能 满足 细胞 在 分 裂 时 对 胆固醇 特异 性 
参 人 细胞 质 膜 的 生理 需要 , 而 它 和 胆固醇 的 结构 相似 , 又 足以 使 它 在 过 量 时 能 通 
过 反馈 而 阻 断 胆固醇 的 生物 合成 。 辛 讷 斯 基 把 经 过 诱 变 剂 处 理 的 体 细胞 群体 , 接 
种 于 不 含 胆固醇 而 含 过 量 的 25- 羟 胆固醇 的 培养 基 上 。 在 这 样 的 条 件 下 , 只 有 能 
进行 内 源 性 胆固醇 合成 的 细胞 才能 生长 和 增殖 。 然 而 , 过 量 的 25- 羟 胆固醇 会 阻 
断 调控 系统 正常 的 细胞 中 胆固醇 的 生物 合成 , 使 之 濒临 死亡 而 不 能 增生 ; 相反 ， 
调控 失常 的 突变 型 细胞 却 能 不 受 培养 基 中 过 量 的 25- 产 胆固醇 的 阻 遏 而 继续 合 
成 胆固醇 ,最 终 形 成 突变 型 细胞 克隆 。 生 物 学 研究 证 实 这 些 细胞 在 胆固醇 合成 调 
控 的 某 个 阶段 是 有 遗传 性 缺陷 的 。 毫 无 疑问 , 这 项 研究 为 深入 研究 胆固醇 生物 合 
成 调控 ,提供 了 非常 有 价值 的 细胞 实验 模型 。 类 似 的 研究 方法 还 可 应 用 于 其 他 调 
控 突 变 引 起 的 体 细胞 疾病 的 实验 病理 研究 。 

体 细胞 疾病 的 突变 研究 还 告诉 我 们 ,一 个 作用 于 单个 体 细胞 的 突变 要 引起 临 
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床 意 义 上 的 体 细胞 疾病 , 必须 通过 突变 型 细胞 增殖 而 放大 突变 的 效应 , 并且 使 由 
突变 型 细胞 衍生 而 来 的 克隆 足以 导致 宏观 的 病理 变化 。 大 量 的 研究 还 表明 多 种 
严重 的 免疫 系统 疾病 ,也 是 由 体 细胞 突变 所 造成 的 。 


86.3 体 细胞 的 融合 研究 


6.3.1 细胞 融合 的 发 现 和 融合 技术 的 建立 

如 果 说 突变 研究 使 我 们 更 多 地 了 解 了 变异 、 变 异 的 产生 、 变 异 的 本 质 和 变异 
的 后 果 , 那么 体 细胞 融合 现象 的 发 现 和 利用 , 则 为 基因 组 和 基因 集合 之 间 遗 传 信 
息 的 交换 、 重 组 与 分 离 创造 了 条 件 ,扩大 了 形成 新 的 基因 组 合 的 能 力 ,为 体 细胞 遗 
传 学 提供 了 强 有 力 的 分 析 手 段 。 可 以 说 融合 现象 的 发 现 是 体 细胞 遗传 学 发 展 的 
一 个 转折 点 。 

1960 年 , 法 国 古 斯 塔 夫 : 鲁 西 (Gustave Roussy ) 研究 所 的 巴尔 斯 基 、 索 里 
尔 (S. Sorieul) 和 科 纳 费 尔 (F. Cornefert) 最 先 观察 到 体 细胞 融合 现象 。 他 们 将 
形态 和 染色 体 结构 不 相同 的 两 种 小 鼠 肿 瘤 细胞 混合 在 一 起 培养 几 个 月 后 , 发现 
培养 物 中 的 极 少 数 细 胞 具有 新 的 形态 和 包含 着 两 种 肿瘤 细胞 的 染色 体 的 细胞 
核 。 实 际 上 这 就 是 杂种 细胞 。 接 着 , 巴尔 斯 基 分 离 纯 化 了 第 一 批 杂 种 细胞 株 ， 
并 获得 继 代 成 功 。 此 后 ,他们 又 得 到 了 由 不 同 的 细胞 系 杂 交 而 成 的 体 细胞 杂 
种 。 研 究 表明 这 些 杂 种 细胞 有 两 种 特点 : 一 是 具有 双亲 的 遗传 特征 , BAR 
胞 的 两 套 遗 传 物 质 都 表达 了 功能 ; 二 是 随 着 增殖 继 代 杂种 细胞 会 渐渐 丢失 一 些 
染色 体 , 这 种 染色 体 丢 失 是 随机 的 , 因此 有 可 能 得 到 多 种 染色 体 组 合 不 同 的 杂 
种 细胞 。 实 验 还 表明 , 细胞 的 融合 率 在 自然 条 件 下 是 极 低 的 , 巴尔 斯 基 之 所 以 
能 选 出 杂种 细胞 , 是 因为 在 他 研究 的 系统 中 , 某 种 组 合 的 杂种 细胞 具有 选择 优 
势 , 比 两 种 亲本 细胞 生长 和 增殖 都 要 快 。 即 使 如 此 , 积累 和 分 离 杂种 细胞 也 花 
费 了 几 个 月 之 久 。 要 是 杂种 细胞 没有 选择 优势 , 在 混合 培养 物 中 等 待 杂 种 细胞 
的 出 现 将 无 异 于 “守株待兔 ”。 

1964 年 ,美国 哈佛 医学 院 的 利 特 菲 尔 德 (J. W. Littlefield) 设 计 了 一 种 选择 
亲本 细胞 群 中 杂种 细胞 的 方法 , 这 就 是 有 名 的 HAT 选 择 法 。HAT 是 一 种 特殊 的 
选择 培养 基 的 名 称 , 它 含有 次 黄 味 叭 (hypoxanthine, H), PAHI (aminopterin， 
A) 和 胸腺 喀 喧 (thymidine,T)。 HAT 选 择 法 的 原理 如 图 6-5a。 哺 乳 动物 细 
胞 除了 能 通过 生物 合成 产生 代谢 必需 的 核 苷 酸 外 , 还 能 通过 一 种 “救援 路 径 
(salvage pathway) ”直接 利用 外 源 核 背 酸 。 这 条 救援 路 径 的 关键 酶 是 次 黄 嘲 
叭 鸟 味 叭 磷酸 核糖 转移 酶 (hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase, 
HPRT ) 和 胸 苷 激酶 (thymidine kinase, TK). 405256 JH FA ate 4 BH Kr A A p a 
吟 和 喀 啶 的 生物 合成 ,再 利用 融合 中 双亲 细胞 的 缺陷 突变 HPRT 和 TK ,使 杂交 
后 恢复 了 这 两 个 关键 酶 功能 的 杂种 细胞 能 在 HAT 培养 基 上 生长 , 而 亲本 细胞 均 
因 酶 缺陷 而 被 杀 死 。 

利 特 菲 尔 德 利用 HAT 选 择 系 统 推 算出 细胞 的 自发 融合 率 约 为 5x10“。 不 
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细胞 必需 的 DNA 合 成 和 其 他 代谢 通路 
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PREIS PEN T U Be MRS EH 2 BG TK 突变 使 一 磷酸 脱氧 胸 苷 的 救援 合 
且 HPRT 突变 造成 次 黄 嗓 叭 核 靶 的 救 成 途径 被 阻 断 且 甲 氨 蝶 叭 阻 断 了 脱氧 
援 合成 途径 被 阻 断 , 该 细胞 不 能 在 HAT 一 磷酸 鸟 苷 向 脱氧 一 磷酸 胸 苷 的 转变 
培养 基 上 生长 该 细胞 在 HAT 培 养 基 上 不 能 生长 


能 在 HAT 培 养 基 上 生 
长 并 形成 克隆 的 细胞 
必 是 HPRT'TK” 细胞 
图 6-5 利用 HAT 系 统 选择 体 细胞 杂交 后 代 的 实验 示意 


(a)HAT 选 择 系 统 的 分 子 原理 ( 改 自 赵 寿 元 等 ); (b) 细 胞 杂交 过 程 示意 ( 改 自 L.H.Thompson) 
图 中 黑色 箭头 表示 常规 合成 途径 , 蓝 色 箭头 表示 救援 合成 途径 。 
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久 , 埃 弗 吕 西 等 又 设计 了 半 选 择 法 (half-selective system) , 它 只 要 求 一 个 亲本 细 
胞 是 缺陷 突变 , 另 一 个 可 以 是 野生 型 的 。 例 如 , 将 100 个 野生 型 细胞 和 10' 缺陷 突 
变 细胞 混合 培养 做 融合 实验 , 然后 移 至 HAT 培 养 基 上 。 这 时 缺陷 突变 细胞 (亲本 
中 的 绝 大 多 数 ) 会 退化 消失 , 只 有 极 少 数 野生 型 亲本 克隆 和 杂种 细胞 克隆 出 现 。 
再 借助 两 种 克隆 的 形态 和 染色 体 组 分 不 同 而 选 出 杂种 细胞 。 埃 弗 吕 西 等 将 半 选 
择 法 用 于 同 种 动物 的 不 同 细胞 株 系 间 的 融合 实验 , 也 用 于 种 间 细 胞 间 的 融合 , 包 
括 人 细胞 和 各 种 中 齿 类 动物 细胞 的 融合 。 

遗传 分 析 的 一 个 必 不 可 少 的 条 件 是 等 位 基因 不 相同 的 细胞 之 间 的 杂交 和 分 
离 , 然 而 要 在 体 细胞 群体 中 ,诱发 和 选择 给 定 基因 的 突变 要 比 细菌 群体 困难 得 多 ， 
种 间 细 胞 杂交 则 在 一 定 程 度 上 克服 了 这 一 困难 。 在 生物 演化 过 程 中 ,不 同 的 生物 
会 产生 一 些 结构 稍 有 歧 异 的 同 工 酶 , 这 种 结构 歧 异 可 用 电泳 或 其 他 方法 来 识别 和 
区 分 。 所 以 ,种 间 杂 种 细胞 可 以 提供 许多 可 供 区 别 的 酶 标记 , 最 常用 的 标记 酶 是 
乳酸 脱 氨 酶 .苹果 酸 脱 氨 酶 和 B 葡 糖苷 酸 酶 等 。 
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图 6-6 细胞 融合 和 杂 
种 细胞 选择 、 克隆 形成 
过 程 示意 /HAT 选 择 法 
示意 ( 引 自 F H. Ruddle 
FIR. S. Kucherlapati ) 


种 间 杂 种 细胞 的 染色 体 丢失 现象 比 种 内 杂种 细胞 更 甚 。 埃 弗 吕 西 等 发 现 小 
鼠 和 大 鼠 细 胞 杂交 后 , 大 鼠 细胞 的 染色 体会 优先 丢失 , 仓鼠 和 小 鼠 的 细胞 杂种 优 
先 丢 失 的 是 小 鼠 染 色 体 。1967 年 ,美国 纽约 大 学 医学 院 的 韦 斯 (M. C. Weiss) 和 
格林 (H. Green) 成 功 地 进行 了 人 细胞 和 小 鼠 细 胞 的 杂交 , 发 现 杂 种 细胞 的 形态 与 
小 鼠 细胞 非常 相像 。 核 型 分 析 表 明 杂 种 细胞 保留 了 小 鼠 细胞 的 全 部 染色 体 , 而 人 
的 染色 体 只 保留 了 46 个 中 的 2~15 个 。 显 然 , 人 和 小 鼠 杂 种 细胞 一 旦 形成 就 会 较 
快 地 丢失 人 源 染 色 体 。 随 着 培养 时 间 的 延长 , 丢失 的 人 源 染 色 体 越 来 越 多 , 有 些 
杂种 细胞 在 经 过 100 个 倍增 世代 后 只 剩 下 小 鼠 染 色 体 , 而 有 些 则 保留 了 仅 有 的 一 
个 或 两 个 人 源 染 色 体 。 正 是 这 一 特性 使 人 和 小 鼠 的 杂种 细胞 很 快 成 了 人 类 遗传 
学 研究 的 重要 工具 。 

在 增加 细胞 融合 率 方面 , 值得 一 提 的 是 日 本 大 阪 大 学 的 冈 田 善 雄 等 在 1963 
年 发 现 副 流感 病毒 仙台 株 ( 又 称 仙 人 台 病 毒 ) 能 使 悬浮 的 动物 细胞 聚集 成 团 发 生 
融合 。 在 冈 田 善 雄 发 现 的 启示 下 , 牛津 大 学 的 哈里 斯 和 沃 特 金 斯 在 1965 年 开 
始 用 紫外 线 灭 活 的 仙台 病毒 来 融合 各 种 不 同类 型 的 细胞 , 使 细胞 的 融合 率 提高 
100~1 000 倍 , 并 扩大 了 做 融合 实验 的 细胞 种 类 (图 6-6)。1975 年 , BERL AIR 
(G. Pontecorvo ) 发 现 聚 乙 二 醇 (polyethylene glycol,PEG ) 是 一 种 有 效 的 化 学 融合 
剂 ,可 用 于 规模 较 大 的 融合 研究 。 


人 成 纤维 细胞 © 小 鼠 肿瘤 细胞 
仙台 病毒 
细胞 融合 ; 
培养 基 人 细胞 融合 
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6.3.2 ”利用 融合 细胞 定位 基因 

人 基因 定位 有 着 重大 的 生物 学 意义 和 医学 意义 。 自 从 1911 年 威尔逊 (E. B. 
Wilson) 把 色盲 基因 定位 于 X 染 色 体 以 来 ,一 直 沿 用 家 系 分 析 法 来 定位 基因 。 到 1967 
年 虽 已 定位 了 100 个 基因 ,但 绝 大 多 数 是 伴 性 基因 , 能 用 家 系 法 定位 于 常 染色 体 上 的 
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基因 是 届 指 可 数 的 。 然 而 , 哺乳 动物 体 细胞 突变 研究 和 细胞 融合 技术 的 发 展 给 基因 
定位 工作 带 来 了 革命 性 的 突破 。 

莲 泰 科 尔 沃 在 1959 年 曾 设想 过 用 细胞 的 “无 性 ”融合 和 分 离 来 进行 人 基因 
定位 研究 。20 世 纪 60 年 代 兴 起 的 体 细 胞 融合 技术 使 鞍 泰 科 尔 沃 的 设想 变 成 了 现 
实 , 尤 其 是 人 - 鼠 体 细胞 杂交 分 析 法 ,已 经 成 为 连锁 分 析 的 主要 材料 。 

利用 人 - 鼠 体 细胞 杂交 做 人 基因 的 连锁 分 析 有 三 个 有 利 条 件 。 

(1) 人 和 鼠 的 染色 体形 态 各 异 , 易 于 区 分 。 

(2) 种 间 同 类 蛋白 (如 同 工 酶 ) 的 结构 歧 异 是 可 以 在 生物 化 学 水 平 检测 分 析 
的 ,便于 用 作 杂 交 和 分 离 实 验 的 遗传 标记 。 

(3) 杂种 子 裔 细胞 优先 丢失 人 源 染 色 体 , 有 可 能 获得 只 携 有 少数 几 条 人 源 染 
色 体 的 杂种 细胞 克隆 , 甚至 有 可 能 获得 只 携 有 一 条 人 源 染色 体 的 杂种 细胞 克隆 ， 
使 基因 定位 的 效率 明显 提高 。 

常用 的 体 细胞 杂交 定位 方法 有 以 下 几 种 。 

(1) 利用 人 源 染 色 体 和 标志 基因 的 蛋白 产物 在 杂种 细胞 中 是 否 同时 存在 ， 
即 是 否 有 平行 关系 来 定位 基因 。 当 两 种 基因 产物 和 同一 条 染色 体 有 平行 关系 ， 
这 两 种 基因 就 有 所 谓 的 同 线性 (synteny), 同 线性 分 析 是 最 常用 的 定位 技术 。 
例如 , 在 表 6-3 中 , 在 杂种 细胞 株 中 , 异 柠檬 酸 脱 氢 酶 和 苹果 酸 氧 化 还 原 酶 总 是 
和 2 号 人 类 染色 体 平行 出 现 , 所 以 它们 之 间 存 在 同 线性 , 并 可 将 编码 这 两 种 酶 
的 基因 定位 于 2 号 染色 体 。 同 样 的 , 磷酸 葡 糖 变 位 酶 -1、 肽 酶 C 和 磷酸 葡 糖 酸 
脱毛 酶 也 存在 着 同 线 性 , 并 可 同时 定位 于 1 号 染色 体 。 而 核 苷 磷酸 化 酶 则 不 在 
1 一 5 号 染色 体 上 。 


表 6-3 利用 杂种 细胞 作 同 线性 定位 基因 
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(2) 利用 药物 抗 性 或 营养 缺陷 型 标志 基因 , 选择 性 地 在 杂种 细胞 株 中 保留 携 
有 相应 的 野生 型 标志 基因 的 染色 体 , 达到 基因 定位 的 目的 。 表 6-4 列 举 了 四 个 用 
这 种 方法 定位 的 人 基因 。 
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表 6-4 利用 药物 抗 性 和 营养 缺陷 型 突变 定位 的 基因 


嘴 齿 类 亲本 细胞 突变 基因 定位 的 人 基因 保留 的 人 染色 体 
小 鼠 细胞 HPRT™ HPRT x 
小 鼠 细胞 TK- TK 17 
中 国 仓鼠 细胞 APRT APRT 16 
中 国 仓鼠 细胞 glyA” SHM 12 


注 : HPRT, KEM SRB AS; TK, 胸 苷 激酶 ; APRT, RMS REE; SHM, 
丝氨酸 卷 甲 基 化 酶 ; glyA, 甘 氨 酸 缺陷 突变 型 A。 

(3) 涉及 相关 染色 体 的 区 域 定 位 的 多 种 方法 。 例 如 , 图 6-7 所 示 的 方法 就 是 
先 利 用 大 段 易 位 把 G6PD、PCK( 磷 酸 甘 油 酸 激酶 ) 和 已 PR7 三 个 基因 定位 于 X 染 
色 体 的 长 臂 , 再 利用 小 段 易 位 把 这 三 个 基因 更 精确 地 定位 于 范围 极 窄 的 区 段 。 又 
如 , 利用 腺 病毒 -12 能 在 人 的 17 号 染色 体 上 造成 断裂 的 特性 , 可 以 获得 一 系列 含 
有 不 同 缺失 段 的 融合 细胞 , 通过 分 析 基 因 产 物 和 缺失 的 染色 体 片段 间 的 平行 关 
系 , 即 可 把 基因 定位 于 某 一 小 段 。 胸 苷 激酶 (TK) 基因 就 是 利用 这 个 方法 定位 于 
17 号 染色 体 长 臂 2 区 的 。 

美国 耶鲁 大 学 的 拉 德 尔 (F. H. Ruddle ) 等 设计 的 克隆 向 板 (clone panel) 是 


(a) 正常 染色 体 易 位 染色 体 
X 14 Xo t(X/14) 


克隆 A EEB ”克隆 C 克隆 D 


Ny | U Sion 








图 6-7 利用 携带 易 位 染色 体 的 杂种 
细胞 进行 基因 的 区 域 定位 ( 改 自 F. H. 
Ruddle 和 R. S. Kucherlapati ) 

红色 箭头 显示 不 同 细胞 系 中 染色 
体 发 生 断 裂 和 易 位 的 位 点 。 
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利用 细胞 融合 定位 基因 的 重大 技术 发 明 。 所 谓 克 隆 嵌 板 就 是 一 组 精心 选择 的 
杂交 细胞 克隆 , 选择 的 条 件 是 使 每 一 个 特定 的 染色 体 在 这 组 杂种 细胞 克隆 中 
具有 特定 的 分 布 型 。 例 如 , 假定 有 一 种 哺乳 动物 有 8 对 染色 体 , 利用 融合 细胞 
随机 丢失 染色 体 的 性 质 , 可 选择 出 三 个 克隆 , 使 8 种 染色 体 在 这 三 个 克隆 中 各 
有 特殊 的 分 布 型 ,如 : 


染色 体 号 码 。“ À Nearer 4 5 6 7 8 
A F + + 一 十 = 一 一 
杂种 细胞 区 了 B + + - + - + - - 


Cc + = + + = 一 + 一 


有 了 杂种 细胞 克隆 A、B、C 组 成 的 克隆 艇 板 , 只 要 测 出 某 个 基因 产物 在 三 个 
克隆 中 的 分 布 , 马上 就 能 把 相应 的 基因 定位 于 特定 的 染色 体 上 。 例如, 某 一 种 酶 
出 现 于 克隆 A 和 C, 而 不 出 现 于 B, 则 可 编码 这 个 酶 的 基因 定位 于 3 号 染色 体 。 又 
如 另 一 种 酶 出 现 于 克隆 C, 而 不 出 现 于 A 和 B, 则 可 把 编码 这 个 酶 的 基因 定位 于 7 
号 染色 体 。 

克隆 谋 板 技术 还 可 以 衍生 出 某 一 染色 体 的 不 同 片段 亚 克 隆 骨 板 技术 , 即 构建 
一 个 同一 染色 体 的 每 一 个 小 片段 都 有 特定 分 布 型 的 次 级 租 板 ,专门 进行 该 染色 体 
不 同 区 域 的 基因 定位 。 如 , 高 法 恬 等 用 染色 体 断 裂 剂 处 理 携 有 人 11 号 染色 体 的 
杂种 细胞 Ai-JI1 ,分 离 到 了 带 有 11 号 染色 体 不 同 片段 杂种 细胞 克隆 ,建立 了 由 5 个 
细胞 克隆 组 成 的 能 板 。 从 理论 上 讲 , 这 个 亚 克 隆 柑 板 可 把 已 定位 于 11 号 染色 体 
上 的 基因 精确 地 定位 于 32 个 小 区 段 。 

融合 细胞 基因 定位 技术 大 大 推动 了 人 基因 , 特别 是 常 染色 体 基因 的 定位 研 
究 。 到 1981 年 9 月 ,已 定位 的 人 常 染 色 体 基因 有 345 个 ,其 中 通过 体 细 胞 杂交 定 
位 的 是 202 个 , 占 58% 以 上 。 

根据 基因 编码 的 蛋白 质 和 染色 体 或 染色 体 片段 之 间 的 平行 关系 来 定位 基因 
是 体 细 胞 遗传 学 的 重大 发 展 , 特别 是 染色 体 分 带 技术 和 克隆 垦 板 技术 的 联合 运 
H, 以 及 某 些 免 疫 标 记 技 术 的 应 用 , 使 基因 定位 工作 更 臻 完善。 但是, 技术 的 改 
进 并 没有 克服 这 种 方法 在 理论 上 的 局 限 性 。 对 于 绝 大 多 数 在 培养 细胞 中 不 转录 
和 翻译 的 基因 , 是 不 可 能 追溯 性 状 和 染色 体 的 平行 关系 的 。 自 从 重组 DNA 探 针 
(probe) 引 入 基因 定位 工作 后 , 情况 才 起 了 根本 性 的 变化 。 从 理论 上 讲 , 任何 基因 
和 DNA 片 段 都 可 以 组 入 特定 的 分 子 载体 , 形成 基因 克隆 , 甚至 特定 的 DNA 片 段 
分 子 克 隆 , 制备 相应 的 探 针 。 那 么 配合 限制 性 酶 谱 分 析 和 DNA 分 子 杂 交 印 迹 技 
术 (Southern blot), 就 都 可 能 定位 到 特定 染色 体 的 特定 位 置 上 去 。 图 6-8 显 示 了 
综合 运用 DNA 探 针 的 分 子 杂 交 与 杂种 细胞 组 合 嵌 板 技术 定位 人 基因 的 基本 程序 。 

拉 德 尔 等 最 先 利 用 人 wa 珠 蛋白 和 B 珠 蛋白 的 cDNA 探 针 和 克隆 散 板 技术 ， 
成 功 地 把 这 两 个 基因 分 别 定位 于 16 号 染色 体 和 11 号 染色 体 上 , 当时 DNA 分子 
杂交 是 在 液 相 中 进行 的 , 以 后 又 改 为 在 硝酸 纤维 滤纸 上 进行 , 提高 了 分 子 杂 交 
的 灵敏 度 和 精确 性 。 到 1984 年 底 , 就 已 经 用 这 种 方法 定位 了 人 的 珠 蛋 白 基因 2 
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图 6-8 利用 DNA 探 
针 与 杂种 细胞 庶 板 作 
分 子 杂交 技术 定位 人 
基因 示意 


BA: 探究 .思辩 与 创新 
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| 不 同 杂种 细胞 克隆 的 DNA 提 取 物 分 别 
与 特定 的 人 染色 体 探 针 做 分 子 杂 交 


人 1 号 染色 体 探 针 与 杂种 细胞 
克隆 A 和 D 的 DNA 提 取 物 杂交 ， 
将 相应 的 基因 定位 于 1 号 染色 体 














个 、 免 疫 球 蛋白 基因 3 个 、 干 扰 素 基因 复合 体 2 个 、 激 素 基 因 6 个 、 结 构 蛋 白 基因 
3 个 、 酶 基因 2 个 、 癌 基因 10 个 。 其 中 有 些 基因 已 定位 于 非常 狭小 的 染色 体 区 
段 ,如 w 珠 蛋白 基因 定位 于 16pter-ptl 段 ,B 珠 蛋白 基因 定位 于 11p1208-p1205。 

此 外 ,利用 注入 了 哈 菌 体 基因 组 的 人 基因 文库 , 可 以 分 离 出 种 属 特异 性 的 
DNA 重复 序列 。 这 些 重复 序列 可 作为 标记 来 定位 基因 , 特别 是 作为 人 类 群体 中 
DNA 结构 多 态 性 的 检测 标记 。20 世 纪 80 年 代 起 种 属 特异 性 DNA 重复 序列 标记 
已 经 被 广泛 用 于 致 病 基 因 的 定位 和 分 子 诊断 的 研究 。 

利用 DNA 探 针 做 基因 定位 研究 的 男 一 种 有 希望 的 途径 是 分 子 原 位 杂交 (in situ 
hybridization )。 即 利用 高 放射 活性 标记 的 分 子 探 针 直接 把 基因 定位 于 染色 体 的 特定 
部 位 。 应 用 分 子 原 位 杂交 技术 已 把 人 的 胰岛 素 基 因 和 B 珠 蛋白 基因 分 别 定 位 于 11 
号 染色 体 非常 接近 端 粒 的 11p15.5 和 11p15.4 区 域 ,把 免疫 球 蛋 白 基 因 的 恒定 区 Cs 段 
定位 于 14q32.3。 这 种 方法 可 以 把 体 细胞 遗传 学 分 析 和 家 谱 分 析 结 合 起 来 , 应 用 于 
遗传 病 的 临床 研究 和 流行 病 学 研究 ,也 为 基因 的 进一步 精确 定位 创造 了 条 件 。 

1981 年 在 挪威 奥斯陆 召开 的 第 六 届 人 基因 定位 国际 会 议 上 确定 已 定位 和 
克隆 的 基因 为 319 个 , 1983 年 在 美国 洛杉矶 举行 的 第 七 届 会 议 上 这 个 数目 为 620 
个 , 1985 年 在 芬兰 赫尔辛基 举行 的 第 八 届 会 议 上 这 个 数目 为 831 个 , 1987 年 在 法 
国 巴 黎 举行 的 第 九 届 会 议 上 定位 和 克隆 的 基因 数目 已 达到 1 208 个 。1989 年 在 
美国 纽 黑 文 举行 的 第 十 届 会 议和 1991 年 在 伦敦 举行 的 第 十 一 届 会 议 不 仅 通 过 对 
圳 性 纤维 症 (CF )、 神 经 纤维 症 (NE1)、 马 方 综合 征 、 家 族 性 结肠 息肉 等 遗传 病 基 
因 的 定位 、 克 隆 与 突变 机 制 的 研究 , 以 及 性 别 决定 基因 (SRY) 的 克隆 与 性 别 决定 
机 制 等 一 系列 最 新 成 就 的 确认 进一步 推动 了 人 基因 定位 工作 , 还 在 人 体 细胞 分 
子 遗 传 学 的 理论 和 技术 基础 上 为 实施 人 类 基因 组 计划 (Human Genome Project, 
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HGP ) 创 造 了 充分 和 必要 的 前 提 条 件 。 

在 这 里 我 们 要 专门 介绍 一 下 由 徐 立 之 领衔 的 研究 小 组 有 关 夺 性 纤维 症 
(cystic fibrosis, CF) 基因 的 定位 和 克隆 工作 。 这 项 工作 告诉 我 们 , 从 分 离 基因 到 
识别 它 所 编码 的 蛋白 质 , 以 及 它 在 细胞 中 的 功能 , 是 一 个 漫长 的 探索 过 程 。 即 使 
基因 产物 的 结构 和 功能 都 搞 清楚 了 ,要 找到 有 效 的 治疗 方法 也 还 有 很 长 的 路 。 

时 性 纤维 症 是 高 加 索 人 群 中 最 常见 的 常 染色 体 隐 性 遗传 病 , 大 约 每 2 000 个 
新 生 儿 中 有 一 个 患 儿 , 群体 中 携带 致 病 基 因 的 杂 合子 频率 约 为 1125。 早 在 1938 
年 , 美国 医生 D. 安 德 森 (D. H. Anderson) 就 报道 了 这 种 疾病 。 夺 性 纤维 症 患 者 汗 
液 中 盐分 极 高 , 消化 道 和 呼吸 道 多 积 液 , 后 期 会 出 现 多 器 官 功能 衰竭 。 最 致命 的 
症状 是 肺 部 积聚 大 量 黏 液 , 常常 因 呼吸 道 感染 而 死亡 。 在 20 世 纪 40 年 代 患 者 的 
平均 寿命 不 到 2 岁 。 从 临床 角度 讲 , 胸腔 的 机 械 性 拍 击 有 助 于 黏液 排出 , 呼吸 道 
感染 则 可 用 抗生素 来 预防 和 控制 , 现在 患者 的 生命 可 以 维持 到 30 岁 左右 ,但 是 生 
活 质量 不 高 。 然 而 , 取 自 患者 细胞 的 生化 分 析 并 没有 查 出 任何 特定 的 代谢 缺陷 
或 酶 的 缺失 , 也 查 不 到 突变 基因 的 蛋白 产物 。 直 到 1989 年 , 徐 立 之 和 科林斯 (F. 
Collins) 等 才 成 功 地 分 离 和 克隆 了 CF 的 致 病 基 因 。 一 系列 的 研究 最 终 揭示 疾病 
的 起 因 是 一 种 氯 离子 跨 细胞 质 膜 转 运 调 节 和 蛋白 的 缺陷 , 导致 盐 平 衡 失 调 而 造成 肺 
部 积 液 。 这 项 研究 的 重要 科学 意义 在 于 , 这 是 在 生物 信息 学 尚未 兴起 的 前 基因 组 
时 代 , 针对 一 个 既 不 知道 疾病 相关 和 蛋白 结构 , 也 没有 关于 这 个 和 蛋白 发 挥 功能 的 器 
官 或 组 织 的 任何 线索 的 条 件 下 , 凭借 染色 体 步 查 (chromosome walking) 和 染色 体 
跳 查 (chromosome jumping ) 等 定位 克隆 (positional cloning ) 技术 成 功 克隆 ,进而 搞 
清楚 其 蛋白 产物 结构 和 功能 的 第 一 个 人 类 疾病 相关 基因 。 
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图 6-9 CF 基因 步 查 
和 跳 查 实验 示意 ( 引 自 
D.P Sunstad 等 ) 


(a) 建立 特定 限制 
性 内 切 酶 的 基因 组 DNA 
文库 示意 ;(b)、(c) 染色 
体 步 查 过 程 示意 
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图 6-10 CF 基因 的 克 
隆 .CFTR 蛋 白 的 主要 
结构 域 及 其 跨 细胞 质 细胞 质 膜 内 


所 谓 定位 克隆 就 是 根据 基因 或 DNA 片段 在 基因 组 图 谱 中 的 位 置 来 分 离 和 克 
隆基 因 。 一 般 可 以 用 某 种 内 切 酶 直接 处 理 基因 组 DNA 来 制备 类 似 的 文库 , 也 可 
以 将 来 自 特定 组 织 或 细胞 的 mRNA 通过 逆转 录 获 得 该 组 织 或 细胞 的 cDNA 文库 ， 
再 经 过 某 一 种 内 切 酶 处 理 即 可 建成 由 这 种 内 切 酶 切割 片段 集合 组 成 的 基因 组 文 
PE, 如 图 6-9a 显 示 的 Sal I 和 Eco RT 基因 组 DNA 文 库 。 染 色 体 步 查 就 是 利用 分 
子 探 针 将 相互 重症 的 DNA 分子 克隆 一 步 一 步 从 染色 体 的 一 个 位 置 逐 步 延伸 到 更 
接近 目标 基因 的 另 一 个 位 置 。 染 色 体 跳 查 使 用 的 DNA 片段 比较 大 , 所 以 每 次 延 
伸 的 跨度 也 比 染色 体 步 查 延伸 的 范围 要 长 得 多 (图 6-9b.c)。 

1982 年 , 徐 立 之 等 发 现 了 CF 疾病 的 发 生 常常 与 7 号 染色 体 上 的 一 个 遗传 
学 分 子 标记 之 间 存 在 统计 学 相关 。1985 年 , 徐 立 之 等 又 利用 限制 性 片段 长 度 多 
态 性 (RFLP ) 技术 分 析 了 39 个 CF 患 者 家 系 , 确认 7 号 染色 体 上 一 个 与 对 氧 磷 酶 
(paraoxonase ) 基因 连锁 的 DNA 多 态 性 片段 DOCRI-917 与 CF 突变 基因 紧密 连 
锁 。 这 个 发 现 将 搜寻 CF 基因 的 范围 缩小 到 基因 组 的 1%, 这 是 克隆 CF 基因 的 第 
一 步 ( 图 6-10)。 

接着 徐 立 之 和 柯林斯 等 利用 两 个 最 靠近 CF 基因 的 RFLP 片 段 将 CF 基因 锁 
定 在 一 个 500 kb 的 区 间 , 并 以 这 两 个 RFLP 片段 作为 基因 定位 克隆 起 点 , 这 也 是 
该 区 段 物 理学 作 图 的 起 点 。 在 缩小 搜索 距离 的 过 程 中 , 他 们 非常 重视 遗传 学 和 临 
床 医学 提供 的 学 术 信 息 , 特别 是 来 自 三 个 方面 的 重要 信息 : O 人 类 功能 基因 的 上 
游 往往 有 一 个 或 多 个 CpG 岛 , 在 CF 基 因 的 上 游 发 现 了 三 个 连续 的 CpG 岛 ; @) 功 
能 重要 的 基因 编码 区 DNA 序 列 , 在 生物 演化 过 程 相 近 的 物种 之 间 往 往 是 保守 的 。 
DNA 分 子 杂 交 印 迹 表明 , 用 人 类 CF 基 因 的 外 显 子 序列 为 探 针 可 以 找到 小 鼠 、 仓 
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鼠 和 和 牛 的 相应 的 外 显 子 ; O 已 知 CF 与 患者 肺 、 胰 腺 和 汗腺 的 异常 竺 液 有 关 , 因此 
利用 从 汗腺 细胞 培养 物 分 离 到 的 mRNA 制备 的 cDNA 文库 比较 适合 用 来 作为 以 
CF 基 因 外 显 子 为 探 针 的 染色 体 步 查 。 这 是 实验 成 果 的 关键 一 步 , 因为 RNA 印迹 
显示 CF 基 因 只 在 汗腺 、 肺 、 胰 腺 、 唾 液 腺 `、 小 肠 和 生殖 腺 上 皮 细 胞 中 表达 , 如 果 采 
用 其 他 组 织 和 器 官 来 源 的 cDNA 文库 , 就 难以 鉴定 和 识别 CF 基 因 。 和 蛋白 质 印 迹 
实验 也 提示 CF 基因 的 蛋白 产物 只 在 相应 的 组 织 中 表达 。 

将 候选 基因 确认 为 疾病 相关 基因 的 决定 性 步骤 , 是 比较 分 析 正 常 等 位 基因 
与 来 自 不 同 患 者 家 系 的 突变 等 位 基因 。CF 的 特别 之 处 是 70% 的 患者 突变 基因 含 
有 相同 的 三 核 苷 酸 缺 失 , 即 突 变型 CF 基因 编码 的 蛋白 产物 缺失 了 第 508 位 的 茶 
丙 氨 酸 , 这 种 缺失 突变 被 命名 为 AF508。CF 相关 基 因 跨 度 长 达 250 kb, 含 24 个 外 
显 子 ,CF 的 mRNA 长 约 6 500 个 核 音 酸 ,编码 一 个 含 1 480 个 氨基 酸 的 和 蛋白质。 和 蛋 
白质 资料 库 的 查询 提示 CF 基因 的 蛋白 产物 与 多 种 离子 通道 蛋白 类 似 , 这 些 离子 
通道 蛋白 在 细胞 之 间 形 成 供 离子 通过 的 小 孔 。CF 基 因 编 码 的 蛋白 质 也 因此 被 称 
为 吉 性 纤维 跨 膜 传导 调节 和 蛋白 (cysticfibrosis transmembrane regulator, CFTR), 它 
在 汗腺 .呼吸 道 、 胰 腺 和 小 肠 等 器 官 的 细胞 之 间 形 成 跨 膜 离子 通道 , 调节 细胞 内 
外 盐 的 平衡 。CFTR 和 蛋白 有 两 个 路 膜 结构 域 (transmembrane domain 1/2 , TMD1 
和 TMD2), 两 个 核 苷 酸 结 合 结构 域 (nucleotide-binding domain 1/2, NBD1 和 
NBD2 ) , 一 个 能 与 腺 苷 三 磷酸 (ATP ) 结 合 的 调节 结构 域 (regulatory domain, R), 
虽然 确切 的 调控 机 制 尚 不 清楚 , 但 实验 证 据 表明 , CFTR 离子 通道 是 通过 一 个 环 
磷 腺 苷 依赖 的 蛋白 激酶 来 活化 的 。 由 于 CF 患 者 的 突变 型 CFTR 的 功能 丧失 , 导 
致 相关 器 官 上 皮 细 胞 中 盐 的 异常 积累 ,使 细胞 表面 充斥 着 黏液 。 

虽然 70% 的 CF 患 者 的 突变 基因 属于 AF508 型 , 但 迄今 鉴定 确认 的 CF 基 因 
突变 已 有 1 500 多 种 , 突变 的 类 型 和 分 布 如 图 6-11。 其 中 比较 常见 的 只 有 20 种 ， 
有 些 突变 型 非常 罕见 ,甚至 只 发 现 过 一 个 病例 。 

根据 患 病 的 严重 程度 ,一般 将 CF 基因 突变 分 为 5 种 类 型 (图 6-12)。[ 型 突 
变 因 和 蛋白 合成 提前 终止 , 导致 CFTR 和 蛋白 几乎 完全 没有 和 氯 离子 通道 功能 。 开 型 突 


| 81 kh 
-Rs NN 


CFTR 














STAN ZINU 


外 显 子 编号 1234567 8 91011213 4 151617 1819 2 21 222324 25 2% 27 
外 显 子 原 编 号 1234 56b 7 8 9 012 13 tdatéb 15 16 17a {7 18 19 20 21 2223 24 


错 义 突变 EE a aa l a a aE OA IA A 
无 义 罕 变 ANEMA M ME NAN OP LIA M 
移 码 突变 MMA MA EEN EN MEERE NEE A EEA a aE Le N 


整 码 突变 I WI IIM Iil IN II ii ot Hit Tl 
拼接 突变 UHR MUNI E WE Vm oe Wh gun eat 
启动 子 突变 | 


序列 变异 | ER NANNAN gnant Inman Aem 


205 


已 发 现 的 
1500 多 种 CFTR 基 
突变 的 种 类 及 其 在 基 
因 内 的 分 布 ( 引 自 L. C. 
MNT — AA TER (长 度 不 成 比例 ) ”| 外 显 子 突变 | AETAT RNE ”Tsui 等 ) 
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图 6-12 CFTR 基 因 的 
突变 类 型 及 其 代表 性 突 
变 ( 引 自 L.C. Tsui) 


图 6-13 利用 限制 性 
片段 长 度 多 态 性 诊断 遗 
传 病 的 原理 

红色 箭头 显示 核 
酸 内 切 酶 识别 和 切割 
位 点 , 紫色 星 号 为 突变 
位 点 。 
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变 涉及 转录 后 的 加 工 过 程 中 断 , 使 该 蛋白 不 能 到 达 其 发 挥 功能 的 细胞 表面 。 亚 
型 突变 会 造成 CFTR 作为 氯 离子 进出 细胞 的 调控 功能 丧失 , 虽然 CFTR 蛋白 能 到 
达 细 胞 表面 的 适当 位 置 , 却 仍然 没有 调节 功能 。K 型 突变 的 CFTR 蛋白 虽然 能 到 
达 适 当 的 细胞 表面 , 但 氯 离子 通过 还 是 会 受阻 , 离子 传导 功能 仍 存在 缺陷 。V 型 
突变 会 使 功能 完整 的 CFTR 蛋白 合成 下 降 。 多 数 突变 基因 都 能 用 DNA 印迹 做 出 
基因 诊断 (图 6-13)。 目 前 的 技术 和 设备 已 经 把 进行 基因 诊断 的 最 早 时 间 大 大 提 
前 ,甚至 在 体外 培养 的 受精 卵 植 人 前 的 8 细胞 期 即 可 精确 诊断 。 

这 里 我 们 想 讲 一 讲 基因 诊断 相关 的 伦理 问题 。 壁 如 有 一 对 年 轻 夫 妇 有 一 个 
患 囊 性 纤维 症 的 女儿 , 她 必定 获得 了 分 别 来 自 双亲 的 两 个 突变 基因 拷贝 ,所 以 她 
的 双亲 都 是 携带 了 一 个 突变 基因 的 杂 合 子 。 如 母亲 再 次 怀孕 ,女孩 的 父母 知道 新 
生 儿 患 同样 疾病 的 概率 是 25%。 保 险 公 司 要 求 对 胎儿 做 基因 诊断 , 诊断 结果 表明 
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胎儿 确实 是 患 吉 性 纤维 症 患 者 。 保 险 公司 要 求 打 胎 ,否则 不 予 保险 。 因 为 堵 性 纤 
维 症 患者 的 治疗 费用 动 加 上 百 万 , 而 保险 公司 只 想 保 个 低 水 平 。 孩 子 的 双亲 因此 
状 告 保险 公司 , 法院 判 决 保险 公司 败诉 。 这 里 涉及 的 伦理 问题 是 , 保险 公司 有 权 
中 止 保险 或 坚持 终止 妊娠 吗 ? 保险 公司 有 权 拒绝 对 遗传 病 患 者 的 健康 保险 吗 ? 
孩子 的 父母 又 有 什么 权利 ? 他 们 有 权 放 弃 患 儿 吗 ? 一 旦 孩子 的 父母 同意 保险 公 
司 要 求 决 定 放弃 患 病 胎 儿 , 医院 有 权 进 行 流产 手术 吗 ? 如 果真 的 这 样 做 , 对 病 孩 
公平 吗 ? 所 有 这 些 问题 都 值得 我 们 好 好 思考 。 

自从 CF 基因 成 功 克 隆 和 CFTR 和 蛋白 结构 与 功能 得 以 阐明 以 后 , 人 们 非常 
淘 望 能 通过 基因 治疗 来 彻底 治愈 陡 性 纤维 症 。1992 年 , JLE (B. H. Keller) 等 成 
功 构 建 突变 型 CF 的 转基因 小 鼠 ; 同年 罗 森 菲尔德 (Mellissa A. Rosenfeld) 等 将 
CFTR 野生 型 基因 装 入 腺 病毒 载体 , 滴 入 大 鼠 呼 吸 道 , 1~2 星 期 后 即 可 获得 CFTR 
蛋白 的 表达 ; 1993 年 , 斯蒂芬 (C. H. Stephen) 等 用 脂 质 体 包 裹 的 CFTR 基 因 治 疗 
突变 型 CF 小 鼠 获 得 成 功 。 这 一 系列 工作 都 是 遗传 病 的 规范 化 基因 治疗 的 起 点 ， 
为 CF 基因 治疗 技术 路 线 的 形成 葛 定 了 基础 。 最 近 有 报道 称 , 有 实验 室 以 插 人 了 
野生 型 CFTR 基 因 的 感冒 病毒 为 载体 , 经 鼻腔 转 染 鼻 上 皮 细胞 , 以 期 通过 鼻 上 皮 
细胞 表达 CF 基因 的 正常 蛋白 产物 来 改善 CF 缺陷 细胞 的 功能 。 然 而 ,这 样 的 基因 
治疗 一 般 都 没有 获得 成 功 。 当 然 它 还 是 为 改善 患者 的 肺 部 症状 看 到 了 一 线 希 望 。 
讼 性 纤维 症 在 学 术 刊 物 上 正式 报道 已 有 60 多 年 , 完成 疾病 相关 基因 及 其 蛋白 产 
物 的 解析 也 已 经 有 25 年 了 。 然 而 这 种 危害 了 那么 多 患者 , 并 且 还 在 继续 危害 更 
多 患者 的 遗传 病 的 防治 现状 竟然 还 处 在 这 样 令 人 无 奈 的 状况 。 有 一 位 长 期 从 事 
面 性 纤维 症 研 究 的 科学 家 不 无 感慨 地 说 :这 种 疾病 对 科学 的 贡献 远 远大 于 科学 
对 这 种 疾病 (防治 ) 的 贡献 。” 


6.3.3 ”融合 细胞 的 互补 分 析 

1969 年 高 法 恬 等 在 关于 甘氨酸 营养 缺陷 突变 的 研究 中 , 首先 开创 用 细胞 融 
合 技术 来 进行 营养 缺陷 细胞 的 互补 分 析 。 这 方面 的 研究 以 哺乳 动物 体 细胞 的 腺 
味 叭 核 背 酸 生 物 合成 缺陷 突变 的 互补 分 析 最 为 突出 。 

HARFER (D. Patterson ) 实 验 室 用 了 近 十 年 的 时 间 , 将 从 中 国 仓鼠 CHO-KI 细 胞 
中 分 离 到 的 大 量 腺 苷 酸 营 养 缺 陷 突变 型 , 一 对 一 地 做 了 融合 后 的 功能 互补 分 析 。 
发 现 这 些 突变 分 别 属于 9 个 功能 互补 群 。 然 后 , 以 分 属 不 同 互补 群 的 突变 型 细胞 
的 提取 液 作为 培养 基 的 补 加 组 分 ,来 研究 腺 背 酸 生物 合成 的 途径 和 控制 每 一 个 反 
应 的 酶 的 编码 基因 。 他 们 发 现 所 有 分 离 到 的 缺陷 突变 4de 都 是 结构 基因 的 隐 性 
突变 , 一 个 基因 的 突变 只 阻 断 一 步 反 应 。 唯 一 的 例外 是 4de7 可 影响 两 个 反应 , 因 
为 4de7 编 码 的 腺 味 叭 琥珀 酸 裂解 酶 分 别 催化 两 个 生化 反应 。 此 外 , 帕 特 森 实验 
室 分 离 到 了 一 类 新 的 突变 , 它们 不 能 与 别 的 4de 基因 功能 互补 , 却 能 使 两 种 酶 同 
时 受 抑 。 这 类 突变 很 可 能 是 调控 多 个 结构 基因 的 调控 序列 的 结构 变异 所 引起 的 。 

互补 分 析 的 另 一 个 突出 例子 是 关于 着 色 性 干 皮 病 (xeroderma pigmentosum, 
XP) 的 突变 研究 , 这 是 一 个 与 临床 密切 结合 的 基础 研究 。 已 知 着 色 性 干 皮 病 患 
者 带 有 DNA 切 补 修复 的 隐 性 缺陷 突变 , 患者 的 皮肤 细胞 对 紫外 线 异常 敏感 并 好 
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发 皮肤 癌 。 从 患者 取得 的 细胞 培养 物 对 紫外 线 也 是 敏感 的 , 这 些 细胞 不 能 切除 
DNA 分 子 中 由 紫外 线 产 生 的 喀 啶 双 聚 体 。 源 于 不 同 患者 的 修复 缺陷 突变 细胞 的 
融合 互补 分 析 明 , 收集 到 的 XP 突变 至 少 分 属于 9 个 互补 群 。 此 外 ,有 人 还 发 现 有 
些 XP 细 胞 的 多 聚 腺 苷 二 磷酸 核糖 (ADP-ribose ) 的 合成 也 是 有 缺陷 的 。 这 些 研 究 
清楚 地 表明 ,涉及 着 色 性 干 皮 病 的 DNA 修复 过 程 是 一 个 多 步骤 的 细胞 反应 ,同时 
也 阐明 了 XP 和 其 他 DNA 修复 缺陷 的 生化 遗传 学 基础 , 为 致 突变 和 致癌 机 制 研究 
提供 了 哺乳 动物 细胞 水 平 的 实验 材料 和 重要 的 实验 依据 。 


86.4 DNA 介 导 的 基因 转移 


6.4.1 概况 

在 体 细胞 之 间 进 行 基 因 转 移 的 途径 有 以 下 五 种 。 

(1) 细胞 与 细胞 的 融合 ”形成 的 杂种 细胞 或 异 核 体 , 可 以 含有 两 个 或 多 个 亲 
本 细胞 的 完整 基因 组 。 种 间 杂 种 细胞 有 排 异 现象 。 可 应 用 于 基因 定位 、 等 位 基因 
间 显 隐 性 关系 分 析 、 基 因 表 达 调 控 和 细胞 分 化 研究 。 

(2) 质 核 融合 ” 即 一 种 细胞 的 细胞 核 移植 于 男 一 种 细胞 的 细胞 质 中 的 融合 
技术 。 可 用 于 核 遗 传 物 质 和 核 外 遗传 物质 的 转移 ,研究 核 基因 在 不 同 的 细胞 质 背 
景 中 的 功能 表达 ,用 于 线粒体 基因 的 定位 研究 。 质 核 融 合 也 催生 了 哺乳 动物 克隆 
技术 的 基本 思路 。- 

(3) 微细 胞 介 导 的 基因 转移 ”微细 胞 是 细胞 经 细胞 松弛 素 B 处 理 和 离心 分 离 
后 获得 的 含 少量 染色 体 和 细胞 质 的 微型 细胞 。 微 细胞 介 导 的 基因 转移 , 可 造成 少 
数 几 个 染色 体 的 转移 ,可 应 用 于 基因 定位 和 基因 调控 研究 。 

(4) 染色 体 介 导 的 基因 转移 ”可 转移 单个 染色 体 , 有 时 是 特定 的 染色 体 。 在 
基因 定位 和 克隆 嵌 板 的 建立 中 有 特殊 的 用 途 。 

(5) DNA 介 导 的 基因 转 称 ”通过 体 细 胞 摄取 纯化 的 外 源 DNA 并 表达 其 功 
能 , 从 而 导致 受 体 细胞 基因 型 和 表 型 改变 的 实验 过 程 。 这 是 1944 年 艾 弗 里 等 进 
行 的 细菌 转化 实验 在 哺乳 动物 体 细胞 遗传 学 中 的 推广 和 衍生 。 这 也 是 应 用 最 为 
广泛 的 基因 转移 技术 , 哺乳 动物 的 转基因 和 基因 组 修饰 技术 则 是 将 DNA 转移 的 
靶 细 胞 从 体 细胞 扩展 到 早期 胚胎 或 胚胎 干细胞 的 一 种 成 熟 的 基因 工程 技术 。 

本 节 主 要 讨论 第 5 种 类 型 的 基因 转移 研究 。 早 在 1962 年 , 萨 巴 尔 斯 基 (E. H. 
Szybalska ) 就 企图 把 野生 型 的 HPRT 基 因 转 移 至 HPRT 突变 型 细胞 中 去 , 虽然 未 
获 成 功 , 却 设计 了 一 种 非常 有 用 的 HAT 选 择 系统 。1977 年 ,格拉 哈 姆 (F. Graham) 
的 实验 室 和 威 格 勒 尔 (M. H. Wigler) 的 实验 室 , 分 别 把 原先 用 于 测定 病毒 DNA 
传染 性 的 DNA- 磷 酸 钙 共 沉淀 法 应 用 于 哺乳 动物 体 细胞 的 基因 转移 , 导致 了 源 于 
单纯 疱疹 病毒 的 TK 基因 转 入 小 鼠 L 细 胞 的 TK 突变 型 株 的 成 功 。 实 验 步骤 是 先 
将 氯 化 钙 、 标 志 基 因 7TK 的 DNA 和 中 性 磷酸 缓冲 液 混 合 , 形 成 DNA- 磷 酸 钙 共 沉 
物 。 然 后 把 共 沉 物 加 入 TK 细胞 的 培养 液 中 。 经 过 一 定时 间 的 处 理 和 培养 , 在 
HAT 培 养 基 上 选 出 7K WLAN EME. AA, 4PRT 和 HPRT 的 DNA 介 导 的 基因 
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实验 也 先后 成 功 。 接 着 , 施 嘉 禾 (C. Shih) FAEH (G. Cooper) 等 通过 DNA 介 导 
的 基因 转移 技术 , 进行 了 可 导致 细胞 恶性 转化 的 转化 基因 (transforming gene) 的 
转移 ,为 分 离 癌 基 因 黄 定 了 实验 基础 。 


6.4.2 外 源 DNA 在 受 体 细胞 中 的 结构 变化 

DNA 介 导 所 转移 的 基因 在 受 体 细 胞 中 的 表达 往往 是 不 稳定 的 。 斯 坎 加 斯 
(G. Scangas ) AIARA (K. Huttner ) 等 对 外 源 DNA 在 受 体 细胞 中 的 结构 及 其 稳定 
性 做 了 系统 的 研究 。 

体外 培养 的 哺乳 动物 细胞 的 DNA 转化 实验 需要 三 个 组 分 : 供 体 DNA、 缓 冲 
培养 基 和 带 有 遗传 学 标记 的 受 体 细胞 。 若 要 提高 转化 效率 , 就 要 使 转化 的 标志 
基因 和 大 分 子 DNA 载 体 结合 以 增 大 供 体 DNA 的 分 子 量 , 同时 还 必须 使 用 刚 培 
养 的 新 鲜 受 体 细胞 。 转 化 后 得 到 的 受 体 细 胞 可 以 有 一 个 或 多 个 外 源 DNA 拷 贝 ， 
但 在 受 体 细胞 的 分 裂 过 程 中 , 有 些 DNA 片 段 会 随机 丢失 。 在 稳定 的 转化 细胞 
(transformed cell) 形 成 之 前 , 转移 基因 先 和 大 分 子 的 载体 DNA 组 成 一 个 分 子 量 介 
于 50~170 kb 的 转移 基因 组 (transgenome )。 在 分 裂 过 程 中 , 转移 基因 组 仍 有 丢失 
的 可 能 , 只 有 当 转 移 基 因 组 整合 于 受 体 细胞 的 染色 体 后 , 才 会 形成 稳定 的 转化 细 
胞 。 不 同 的 转化 细胞 克隆 具有 各 自 偏 好 或 倾向 的 整合 位 置 。 还 有 人 发 现 , 当 多 个 
拷贝 的 外 源 DNA 被 导入 细胞 后 ,会 随机 地 聚集 在 寄主 细胞 基因 组 的 一 个 或 很 少 
几 个 位 点 , 并 通过 哺乳 动物 体 细胞 内 能 有 效 介 导 同 源 重组 的 酶 系统 将 多 个 外 源 
DNA 组 成 首尾 相连 的 多 聚 体 ( head-to-tail concatemer ) , 这 或 许 会 使 外 源 DNA 整 
合 于 染色 体 的 概率 有 所 增加 (图 6-14)。 

在 DNA 介 导 的 基因 转移 中 起 决定 作用 的 技术 因素 还 是 选择 。 如 果 没 有 一 个 
能 在 数 以 亿 计 的 受 体 细胞 中 , 识别 和 选择 转化 细胞 的 选择 系统 , 是 难以 进行 转化 
实验 研究 的 。 这 势必 会 限制 许多 找 不 到 适当 的 选择 系统 , 而 又 有 重要 生物 学 意义 
的 基因 的 转化 研究 。20 世 纪 80 年 代 中 期 ,有 人 开始 探索 非 选 择 性 标记 和 选择 性 
标记 一 起 转移 的 可 能 性 。 研 究 表明 , 如 果 将 非 选 择 性 标志 基因 用 量 加 大 , 使 它 和 
选择 性 标志 基因 的 比例 达到 10°~10° ,那么 两 者 同时 转移 的 机 会 可 提高 50%~80%。 
选择 性 标记 和 非 选 择 性 标记 共同 转移 的 现象 称 为 共 转 移 (co-transfer) 或 并 发 转 
化 ( cotransformation )。 共 转移 技术 为 分 离 、 转 化 和 研究 数目 众多 的 非 选择 性 
基因 创造 了 实验 前 提 。1983 年 , 拉 布 丹 - 孔 布 (C. Rabourdin-Combe ) 和 马赫 (B. 
Mach ) 采 用 共 转 移 技 术 成 功 转移 并 在 受 体 细胞 中 获得 表达 了 大 鼠 细胞 表面 抗原 
HLA-DR, 这 为 并 发 转化 中 的 非 选择 性 基因 在 受 体 细胞 中 表达 提供 了 有 价值 的 实 


导入 外 源 DNA 





图 6-14 多 个 拷贝 的 外 源 DNA (黑色 箭头 所 示 ) 在 体 细胞 核 内 整合 过 程 示意 ( 改 自 M. R. 
Capecchi 等 ) 
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例 。 在 第 8 章 要 讨论 的 癌 基 因 转 化 实验 中 也 要 广泛 应 用 基因 共 转 移 技术 。 

总 起 来 看 , DNA 介 导 的 基因 转移 是 一 个 多 阶段 过 程 。 外 源 DNA 进入 受 体 细 
胞 后 先 部 分 降解 ,有 些 DNA 分 子 会 借助 细胞 内 源 性 同 源 重组 酶 连接 成 有 一 定 方 
向 的 大 分 子 ,再 和 大 分 子 载体 DNA 相连 而 形成 一 个 能 接受 调控 并 能 表达 的 转移 
基因 组 ,最 后 整合 于 受 体 细胞 的 染色 体 成 为 细胞 基因 组 的 新 组 分 。 这 时 的 受 体 细 
胞 才 会 成 为 具有 稳定 的 基因 型 和 表 型 的 转化 细胞 。 


6.4.3 利用 基因 转移 研究 真 核 细 胞 基因 的 调控 

分 子 生物 学 和 生物 化 学 技术 已 经 能 够 在 分 子 水 平 上 对 基因 的 结构 编码 序列 
和 调节 控制 序列 进行 化 学 修饰 ,如 切割 、 拼 接 、 甲 基 化 等 。 用 这 些 经 过 结构 改造 的 
基因 做 DNA 介 导 的 基因 转移 实验 , 无 疑 将 会 成 为 研究 基因 在 信息 转录 、RNA 加 
工 、 翻 译 和 和 蛋白质 结构 修饰 等 阶段 表达 调控 的 有 力 工 具 。 早 在 20 世 纪 80 年 代 ， 
就 有 人 用 经 结构 修饰 的 人 生长 激素 基因 、 鸡 卵 清 蛋白 基因 和 人 兔 的 B 珠 蛋白 基因 做 
DNA 介 导 的 转移 实验 。 

除了 磷酸 钙 共 沉 法 之 外 ,在 DNA 介 导 的 基因 转移 研究 中 常用 的 实验 系统 还 
有 直接 把 供 体 DNA 注 入 受 体 细胞 的 核 内 或 特定 的 细胞 器 (线粒体 ) 的 微 注射 技 
AR, 也 有 以 人 工 制备 的 磷脂 圳 泡 ( 脂 质 体 ) 或 红细胞 壳 膜 包 右 供 体 DNA 来 转移 目 
标 基 因 的 编码 区 和 调控 序列 的 技术 。 这 些 向 哺乳 动物 细胞 转移 DNA 的 实验 技术 
和 DNA 重组 技术 相 结 合 , 极 大 地 促进 了 真 核 基 因 表达 调控 研究 的 发 展 。 

从 哺乳 动物 体 细胞 遗传 学 的 产生 和 发 展 , 以 及 几 个 主要 学 科 生 长 点 的 进展 ， 
可 以 看 到 遗传 学 家 们 怎样 从 分 离 和 研究 基因 的 变异 到 人 工 干预 变异 的 组 合 , 直到 
通过 种 种 途径 来 构筑 新 的 基因 组 。 同 时 ,我 们 也 可 以 看 出 真 核 生 物 和 原核 生物 的 
根本 区 别 似 乎 并 不 在 于 基因 的 数目 多 少 , 而 是 在 于 结构 基因 表达 的 调控 , 以 及 和 
这 种 基因 有 序 而 自律 调控 相 适 应 的 整个 基因 组 的 新 的 组 织 系统 。 

哺乳 动物 体 细胞 遗传 学 的 理论 研究 是 和 广泛 而 深入 的 临床 应 用 研究 密切 相 
连 的 。 壁 如, 用 骨 角 瘤 细胞 和 产生 抗体 的 B 淋 巴 细胞 融合 后 , 经 过 适当 的 选择 获 
得 可 分 泌 特异 性 抗体 的 单 克 隆 抗 体 的 瘤 株 的 单 克 隆 抗体 技术 ,这 既是 细胞 融合 研 
究 的 杰出 成 就 ,也 为 体 细胞 遗传 学 的 临床 应 用 开拓 了 全 新 的 领域 。 如 果 将 染色 体 
分 离 技术 和 单 克隆 抗体 技术 结合 起 来 , 获得 专门 分 泌 针 对 某 一 特定 染色 体 上 的 特 
定 基因 编码 的 细胞 表面 抗原 的 瘤 株 ,就 有 可 能 把 带 有 这 个 染色 体 的 细胞 群 和 不 带 
该 染色 体 的 细胞 群 分 离开 来 。 类 似 的 技术 还 能 进一步 把 造成 膜 抗 原 或 膜 蛋白 合 
成 水 平 升 高 或 下 降 的 调控 异常 细胞 分 离 出 来 应 用 于 医学 基础 研究 和 临床 研究 。 

体 细 胞 遗传 学 研究 的 最 终 目 标 并 不 是 试管 中 的 细胞 ,而 是 有 助 于 阐明 人 类 基 
因 组 的 结构 和 功能 表达 机 制 。 体 细胞 遗传 学 的 研究 还 会 有 助 于 医学 科学 家 对 有 具 
有 病理 学 意义 的 遗传 结构 变异 和 功能 表达 异常 进行 更 有 效 的 干预 ,人 体 多 能 干 细 
胞 及 其 相关 研究 就 是 最 有 显示 度 的 研究 领域 。 


644 逆向 遗传 分 析 与 遗传 工程 小 鼠 
如 果 以 能 发 育 、 演 化 成 为 生殖 系 的 细胞 作为 基因 转移 的 靶 细胞 , 就 可 能 将 细 
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胞 水 平 的 转基因 研究 发 展 为 转基因 动物 或 转基因 植物 , 即 整个 动物 或 植物 的 每 一 
个 细胞 都 携带 特定 的 转基因 ,这 是 一 个 全 新 的 研究 领域 。 

遗传 学 的 研究 通常 是 从 生物 体 的 突变 分 析 着 手 的 ,通过 观察 与 分 析 自 发 的 或 
诱发 的 突变 个 体 的 表 型 改变 来 识别 突变 基因 造成 的 异常 或 病变 , 进一步 来 识别 与 
突变 基因 等 位 的 正常 野生 型 基因 的 结构 与 功能 。 然 而 , 随 着 研究 的 深入 , 这 样 一 
种 研究 思路 的 局 限 性 慢 慢 地 显现 出 来 了 。 例 如 ,在 许多 胚胎 期 或 发 育 早 期 造成 至 
死 表 型 的 突变 很 可 能 是 因为 阻 断 了 重要 的 发 育 或 代谢 途径 而 导致 携 有 突变 基因 
的 个 体 天 折 。 遗 传 学 家 人 敏锐 地 认识 到 , 分离 和 研究 这 类 基因 对 于 阐明 生长 、 发 育 、 
疾病 、 衰 老 乃 至 生物 演化 等 生物 学 和 医学 科学 的 基本 问题 至 关 重要 ,并 由 此 开始 
探索 新 的 研究 思路 。 

那么 , 能 不 能 把 传统 的 思路 和 实验 分 析 方 法 倒 过 来 呢 ? 即 不 是 从 分 离 和 观 
察 突 变 个 体 的 表 型 来 研究 基因 的 功能 , 而 是 从 已 知 的 突变 基因 出 发 来 分 析 它 的 表 
型 效应 ,以 及 基因 的 结构 与 功能 的 关联 。 遗 传 学 家 把 这 种 从 构建 或 导入 一 个 已 知 
的 突变 出 发 来 研究 基因 功能 的 实验 方法 称 为 逆向 遗传 学 (reverse genetics), 而 把 
传统 的 、 从 蜡 常 的 遗传 性 变异 出 发 来 研究 基因 的 结构 与 功能 的 方法 称 之 为 正 向 遗 
传 学 (forward genetics)。 根 据 遗 传 学 的 思路 , 运用 基因 工程 技术 构建 基因 组 中 携 
有 已 知 结构 修饰 的 生物 ,并 借以 研究 基因 的 功能 及 其 编码 的 蛋白 质 之 间 的 相互 作 
用 ,也 已 成 为 当今 功能 基因 组 学 (functional genomics) 研究 的 重要 策略 , 并 在 生物 
学 的 理论 研究 , 医学 的 基础 和 临床 研究 , 农业、 畜牧 业 、 渔 业 相 关 的 实验 与 应 用 研 
究 , 甚至 在 名 犬 、 名 马 的 育种 研究 中 都 取得 了 令 人 瞩目 的 成 就 。 下 面 就 以 在 技术 
上 最 为 成 熟 也 最 具 代表 性 的 遗传 工程 小 鼠 为 例 来 介绍 转基因 及 相关 技术 的 研究 。 

以 小 鼠 为 材料 进行 逆向 遗传 学 研究 有 三 个 先决 条 件 : @ 在 小 鼠 的 基因 组 中 
造成 预先 设 定 的 目标 基因 突变 ; O 把 经 过 工程 化 修饰 的 突变 导 人 小 鼠 的 生殖 细 
胞 系 (germ line) 使 之 稳定 地 遗传 至 子 裔 小 鼠 ; @ 对 携 有 突变 基因 的 小 鼠 进 行 不 
同 发 育 阶段 、 不 同 组 织 器 官 的 多 层次 表 型 效应 分 析 。 这 些 也 就 是 遗传 工程 小 鼠 研 
究 技 术 体系 的 主要 组 成 部 分 。 

利用 显 微 注射 技术 把 构建 好 的 外 源 基因 载体 DNA 注入 刚刚 受精 的 小 鼠 受 精 
卵 的 雄 原 核 ,再 将 其 移入 假 孕 母 鼠 的 输卵管 内 , 任 其 在 子宫 中 发 育 , 这 是 将 外 源 
基因 向 小 鼠 生 殖 细胞 系 转移 的 最 直接 的 途径 。 载 体 DNA 除 了 经 遗传 修饰 的 目标 
基因 外 还 包括 目标 基因 表达 的 调控 元 件 和 帮助 外 源 基 因 整 合 于 原核 基因 组 有 关 
的 DNA 片 段 。 整 合 了 外 源 基 因 的 受精 卵 发育 而 成 的 小 鼠 就 是 转基因 小 鼠 , 其 中 
能 表达 目标 基因 的 转基因 小 鼠 就 会 获得 新 的 功能 ,演绎 出 新 的 性 状 。 这 种 新 的 性 
状 是 与 转 和 人 的 外 源 基因 的 结构 与 功能 直接 相关 联 的 。1980 年 戈 登 (J. W. Gordon) 
和 拉 德 尔 (F. H. Ruddle) 获得 了 第 一 个 转基因 小 鼠 。1982 年 帕 尔 米 特 (R. D. 
Palmiter) 和 埃 文 斯 (R. M. Evans) 将 金属 硫 蛋 白 基 因 的 启动 子 和 生长 激素 的 结构 
基因 融合 后 注入 小 鼠 受精 卵 。 由 此 发 育成 的 部 分 转基因 小 鼠 中 生长 激素 的 水 平 
比 正 常 小 鼠 高 出 几 百 倍 , 并 获得 了 一 个 比 正常 鼠 大 一 倍 的 “超级 小 鼠 ” ,引起 了 又 
动 , 推动 了 转基因 小 鼠 研 究 的 开展 。1987 年 , JEA (M. R. Kuehn) 等 将 人 的 一 种 
有 关 核 酸 代谢 的 次 黄 味 叭 鸟 味 叭 磷酸 核糖 转移 酶 (和 PRT7) 基 因 成 功 导 入 小 鼠 基 
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因 组 , 开启 了 在 活体 内 处 于 功能 态 的 小 鼠 基 因 组 背景 上 , 分 析 人 特定 基因 的 结构 
与 功能 的 实验 研究 。 

然而 ,常规 的 转基因 技术 难以 控制 外 源 基 因 在 小 鼠 基 因 组 中 的 整合 位 点 和 找 
贝 数 , 从 而 影响 目标 基因 的 表达 , 甚至 使 插入 区 段 的 内 源 基因 结构 破坏 或 突变 失 
活 , 严 重 的 可 造成 转基因 小 鼠 死 亡 。 

1981 年 , 埃 文 斯 (M. Evans)、 考 夫 曼 (M. N. Kaufman) 和 马丁 (G. R. Martin) 
等 从 小 鼠 睹 胚 期 胚胎 内 细胞 团 (inner cell mass) 中 分 离 得 到 具有 发 育 全 能 性 
的 胚胎 干细胞 (embryonic stem cell, ES 细胞 )。 后 又 经 过 多 年 摸索 , 确定 了 在 
体外 培养 、 维持、 增殖 ES 细胞 , 并 保持 其 发 育 全 能 性 的 实验 条 件 。1986 年 , 罗 
{A i CE. Roberson) 等 用 ES 细胞 实现 了 外 源 基 因 经 生殖 系 的 传递 。 而 林 (F.L. 
Lin) HALE # B* (O.Smithies ) 等 在 哺乳 动物 中 实现 了 位 点 特异 性 重组 (site specific 
recombination), 又 称 基 因 打 靶 (gene targeting)。 基 因 打 靶 可 以 将 经 过 遗传 修饰 的 
基因 通过 同 源 重组 (homologous recombination), 以 预先 设 定 的 位 置 与 方向 整合 于 
特定 的 染色 体 区 段 ,从 而 消除 外 源 基因 随机 插 人 后 由 位 置 效应 引起 的 紊乱 。 

ES 细胞 的 发 育 全 能 性 , 特别 是 向 生殖 细胞 系 发 育 的 潜能 ,加 上 同 源 重组 介 导 
的 高 度 受 控 的 位 点 特异 性 重组 , 就 形成 了 通过 ES 细胞 的 小 鼠 基 因 打 靶 技 术 , 它 为 
功能 基因 组 学 研究 提供 了 在 整体 动物 水 平 研究 基因 功能 的 重要 技术 平台 。 应 用 
该 技术 建立 的 遗传 工程 小 鼠 品 系 已 涉及 数 以 千 计 的 基因 , 其 中 大 部 分 发 展 成 为 与 
人 神经 系统 疾患 ,骨骼 、 肌 肉 发 育 异 常 ,癌症 ,心血 管 疾病 ,免疫 系统 疾病 ,血液 病 ， 
以 及 糖尿 病 等 多 种 代谢 疾病 有 关 的 疾病 模型 , 极 具 基础 和 临床 医学 研究 的 价值 。 
ES 细胞 基因 打靶 技术 也 已 经 成 为 医学 遗传 学 的 常规 技术 。 

图 6-15$ 是 小 鼠 基因 打靶 的 基本 流程 和 技术 要 点 。 图 6-1$a 显 示 为 了 提高 目 
标 基 因 打 靶 成 功 的 ES 细胞 的 富 集 效率 , 在 打靶 载体 与 目标 基因 的 某 个 外 显 子 区 
段 插入 正 向 选择 标记 新 霉 素 抗 性 基因 (neo*), 在 重组 区 的 外 侧 插入 源 自 疱 疹 病 毒 
的 胸 苷 激酶 基因 (〈 妃 8 天 全) 作为 负 向 选择 标记 。 当 打 郝 载体 与 目标 基因 配对 并 通 
过 同 源 重 组 打靶 成 功 , 目标 基因 会 被 打 断 (只 考虑 将 基因 结构 打 断 , 而 不 必 考 虑 
该 基因 是 否 在 ES 细胞 中 表达 ), 同时 丢失 HSV-tt 基 因 。 这 种 细胞 的 基因 型 除了 
目标 基因 呈 异 合 态 (+/ 一 ) 外 , 正 负 选择 基因 分 别 为 neo 和 HSV-tk, 前 者 呈现 对 选 
择 剂 G418 的 抗 性 , 后 者 会 持 抗 一 种 能 杀 死 携带 HSV-tk 而 不 影响 寄主 细胞 内 源 
TK 的 细胞 的 药物 FIAU。 所 以 打靶 成 功 的 ES 细胞 可 以 在 含有 G418 和 FIAU 的 
培养 基 中 存活 , 而 在 大 多 数 情况 , 打靶 载体 会 通过 非 同 源 重组 将 整个 载体 随机 插 
入 寄主 细胞 基因 组 , 致使 万 8 天 大 基因 与 weo "同时 保留 , 如 图 6-15b。 这 种 细胞 不 
仅 没 有 打 断 目标 基因 , 还 会 因 忆 8 严 大 基因 的 存在 而 被 FIAU 杀 死 。 图 6-15c 和 d 
分 别 显示 把 经 过 正 负 双 向 选择 筛选 并 克隆 中 打靶 成 功 的 ES 细胞 注入 小 鼠 植 人 
RIRH, 再 将 此 面 胚 期 胚胎 借助 外 科 手 术 移植 至 代孕 小 鼠 的 输卵管 任 
其 移 人 子宫 发 育 。 为 了 便于 从 子 代 中 分 离 到 能 将 突变 基因 传递 至 子 裔 的 小 鼠 ， 
分 离 ES 细 胞 的 小 鼠 和 作为 吉 胚 受 体 的 孕 鼠 可 选择 毛色 区 别 明 显 的 小 鼠 品 系 ， 
一 般 可 从 4gouti 小 鼠 分 离 ES 细 胞 , APR fa) ORS BER, BORE, RP) RE E 
的 艇 合 比例 可 用 来 评估 ES 细胞 对 艇 合 小 鼠 的 融和 人 程度 。 最 后 , RAV) RS 
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图 6-15 小 鼠 基 因 打 
黑色 小 鼠 的 交配 繁育 的 子 鼠 的 毛色 来 评估 ES 细胞 对 生殖 系 细胞 的 贡献 。 靶 流 程 示意 ( 改 自 M. 


ES 细胞 基因 打靶 的 技术 关键 是 打靶 载 体 (targeting vectors) 的 设计 和 构建 。 R. Capecchi) 
打 技 载体 是 用 于 染色 体 上 特定 位 点 的 基因 重组 和 突变 的 DNA 分 子 构件 , 它 的 基 
本 组 分 是 载体 骨架 、 打 靶 位 点 两 侧 的 同 源 重 组 臂 。 考 虑 到 DNA 转 染 和 基因 打 
靶 都 是 小 概率 事件 , 往往 还 需 在 载体 中 组 装 正 向 和 负 向 的 选择 标志 , 以 便 有 效 
地 筛选 符合 实验 要 求 的 打靶 产物 。 根 据 打靶 的 具体 要 求 , 在 载体 上 还 可 以 组 装 
报告 基因 (reporter) 或 调控 元 件 (regulatory elements), 分 别 执行 基因 剔除 (gene 
knock-out), 4 Fl i A (gene knockin), 引入 精细 突变 (fine mutation ) 和 基因 捕 
3K (gene trapping) 等 功能 。 每 一 类 载体 又 可 细 分 为 若干 种 , 如 基因 捕获 载体 又 
可 分 为 专门 捕获 基因 编码 序列 (coding sequence)、 基 因 表达 增强 子 (enhancer), 
JA oF (promoter), hF (exon), AE F (intron) 和 多 聚 腺 味 叭 加 尾 信和 号 序列 
(polyadenylation site) 等 功能 各 异 的 DNA 片段 的 专 一 性 载体 。 载 体 的 特殊 结构 不 
仅 决定 了 打靶 后 重组 等 位 基因 的 结构 ,也 决定 了 由 此 产生 的 遗传 工程 细胞 和 小 鼠 
的 表 型 分 析 程 序 。 

还 有 一 类 可 造成 时 空 可 调 的 条 件 性 基因 打靶 (conditional gene-targeting ) 的 
特殊 载体 。 可 以 设想 ,从 一 个 特定 基因 被 剔除 的 ES 细胞 衍生 而 来 的 小 鼠 , 它 的 每 
一 个 细胞 都 不 能 行使 那个 被 剔除 的 基因 的 功能 , 而 且 这 种 缺失 功能 状态 会 从 胚 
胎 时 期 起 一 直 持 续 终 生 。 如 果 这 个 基因 在 自然 情况 下 应 在 胚胎 早期 表达 , 并 在 
以 后 各 个 发 育 阶段 都 起 着 重要 的 作用 。 那 么 , 该 基因 被 剔除 的 小 鼠 就 会 致死 。 为 
了 分 析 这 类 基因 在 各 个 发 育 阶段 和 不 同 组 织 器 官 中 的 功能 , 就 必须 将 基因 剔除 限 
制 于 特定 的 生长 发 育 阶 段 和 组 织 类 型 , 这 就 是 发 展 条 件 性 基因 打靶 的 思路 。 循 
着 这 个 思路 科学 家 们 能 够 设计 出 性 能 独特 的 条 件 性 基因 打靶 载体 , 并 建立 多 种 控 
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制 打靶 的 时 间 ( 不 同 发 育 阶段 ) 和 空间 (不 通 组 织 器 官 ) 的 实验 体系 。 例 如 , 最 常 
用 的 Cre-loxP 系 统 。Cre 是 一 种 源 于 鸣 菌 体 P1 的 位 点 特异 性 重组 酶 (site specific 
recombinase), 分 子 量 为 38 000, 它 识别 的 重组 靶 序 列 是 由 34 个 碱 基 对 组 成 的 
loxP。Cre 酶 不 仅 可 在 原核 细胞 中 介 导 DNA 位 点 特异 性 重组 , 在 哺乳 动物 细胞 
中 也 能 介 导 同样 的 反应 , 前 提 是 在 基因 组 的 某 个 位 置 装 和 人 loxP 序 列 。 所 以 。 只 
要 在 ES 细胞 基因 组 的 特定 位 点 装 上 loxP, 就 可 以 利用 Cre 酶 把 外 源 DNA 序列 整 
合 于 这 个 特定 位 点 , 也 可 以 在 这 个 位 点 造成 设 定 的 结构 重 排 。 再 进一步 , 将 编码 
Cre 基 因 与 组 织 特异 性 启动 子 组 装 在 一 个 载体 上 , 就 可 以 实现 组 织 特异 性 的 基因 
剔除 (图 6-16)。 同 样 的 ,将 Cre 基 因 置 于 可 经 药物 诱导 的 启动 子 控制 之 下 , 如 四 
环 素 调节 系统 , 即 可 在 适当 的 时 候 , 用 药物 诱导 Cre 基 因 表 达 , 从 而 实现 在 特定 时 
间 的 基因 剔除 。 应 用 Cre-loxP 系 统 还 可 以 在 野生 型 或 突变 型 小 鼠 中 做 细胞 系谱 
(lineages ) 的 基因 示 踪 研究 , 绘制 出 反映 细胞 在 整个 胚胎 发 育 过 程 演化 的 细胞 命 
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图 6-16 细胞 组 织 特异 性 基因 打靶 的 Cre-loxP 实验 系统 示意 ( 引 自 T. Strachan fil A. P. Read) 

(a) 先 在 ES 细胞 基因 组 的 特定 位 置 装 入 loxP 序 列 , 借以 进行 以 A 基因 为 目标 的 基因 打靶。 鉴于 Cre 酶 针对 不 
同位 置 的 loxP 序 列 可 能 产生 携带 不 同 重组 修饰 的 ES 细胞 , 所 以 需要 选择 符合 设计 的 ES 细胞 ;(b) 将 目标 基因 A 两 
侧 装 有 loxP 序 列 的 小 鼠 与 携带 了 与 Ce 基因 连锁 的 细胞 或 组 织 特异 性 启动 子 P 的 转基因 小 鼠 交配 , 再 选择 同时 携 
带 两 种 遗传 标记 的 杂 合 小 鼠 来 建立 能 在 特定 组 织 或 细胞 中 造成 打靶 目标 A 功 能 丧失 的 实验 小 鼠 品 系 
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运 图 。 常 用 的 另 一 种 与 Cre-loxP 类 似 的 位 点 特异 性 重组 系统 是 源 于 啤酒 酵母 的 
Flp-FRT 系 统 。 

基因 克隆 (gene cloning)、 同 源 重 组 、 定 点 突变 (site directed mutagenesis ) Fil 
位 点 特异 性 重组 的 结合 ,加 上 巧妙 的 选择 系统 , 使 得 设计 和 构建 可 在 基因 组 中 产 
生 从 单 碱 基 蔡 换 、 微 小 缺失 直到 染色 体 上 超过 百 万 个 碱 基 对 的 大 片段 的 倒 位 、 易 
位 、 重 复 等 结构 重 排 的 各 种 打靶 载 体 成 为 可 能 , 极 大 地 增强 了 对 整个 基因 组 的 各 
类 组 分 的 干预 能 力 。1999 年 启动 并 于 2002 年 12 月 宣告 完成 的 小 鼠 基 因 组 测序 
计划 以 及 相应 的 新 概念 和 新 技术 的 引入 , 进一步 提高 了 载体 设计 的 精确 性 , 也 更 
符合 医学 和 药物 研究 的 需要 。 

从 生物 体 的 结构 和 生物 学 研究 层次 上 讲 , 细 胞 是 生物 最 基本 的 结构 与 功能 单 
位 ,也 是 生物 学 家 研究 生命 活动 的 基本 材料 。 有 关 细 胞 生长 、 增 殖 和 衰亡 ; 细胞 
的 物质 和 能 量 代 谢 , 基因 的 复制 和 染色 体 的 组 装 , 基因 的 精细 结构 及 其 在 活 细胞 
中 的 表达 , 基因 编码 的 产物 之 间 的 相互 作用 及 信号 转 导 (signal transduction ) 的 知 
识 , 大 多 数 来 自 对 体外 培养 细胞 长 期 而 系统 地 观察 和 分 析 。 然 而 , 体外 培养 的 细 
胞 脱离 了 机 体 的 血液 循环 系统 、 神 经 内 分 泌 系 统 和 免疫 系统 等 的 调节 , 也 不 能 再 
现 组 织 器 官 和 各 功能 系统 的 分 化 发 育 过 程 。 正 是 在 哺乳 动物 整体 水 平 上 应 用 逆 
向 遗传 分 析 的 遗传 工程 小 鼠 研 究 , 为 我 们 提供 了 大 量 在 体外 研究 中 难以 获得 的 新 
知识 , 更 新 了 对 基因 和 基因 功能 的 认识 , 尤其 是 关于 遗传 背景 和 机 体内 外 环境 因 
素 对 基因 突变 的 表 型 效应 的 动态 知识 。 同 时 ;也 为 医学 研究 提供 了 可 以 进行 多 种 
干预 性 研究 的 哺乳 动物 整体 模型 ,并 借以 在 基因 结构 变化 和 功能 表达 水 平分 析 疾 
病 发 生 和 发 展 过 程 中 的 关键 性 事件 。 

早 在 1910 年 ,美国 洛克 菲 勒 医学 研究 所 的 劳 斯 (P. Rous) 就 曾 用 鸡 的 肉瘤 组 
织 的 无 细胞 滤液 在 健康 的 鸡 体 内 成 功 地 诱发 出 同样 的 肉瘤 ,并 据 此 提出 了 病毒 致 
癌 假 设 。 差 不 多 经 历 了 半 个 世纪 的 质疑 ,争论 和 实验 研究 ,病毒 可 以 在 一 定 条 件 
下 导致 恶性 肿瘤 的 学 说 才 被 广泛 接受 。 劳 斯 分 离 到 的 病毒 被 命名 为 劳 斯 肉瘤 病 
F (Rous sarcoma virus)。 研 究 表明 劳 斯 肉瘤 病毒 的 基因 组 中 有 一 个 能 编码 导致 
肉瘤 蛋白 质 的 基因 , 它 就 是 世界 上 第 一 个 被 分 离 和 克隆 的 癌 基 因 ( oncogene ) Src. 
Src 基 因 及 其 编码 的 蛋白 质 是 使 劳 斯 肉瘤 病毒 感染 的 寄主 细胞 转化 为 恶性 肿瘤 细 
胞 并 维持 恶性 转化 表 型 所 必需 的 。 此 后 的 大 量 研究 还 表明 ,包括 小 鼠 和 人 在 内 的 
绝 大 多 数 哺乳 类 动物 的 基因 组 中 都 存在 Src 的 同 源 基 因 , 该 基因 的 结构 和 功能 异 
常 也 可 能 引起 恶性 肿瘤 。 那 么 ,在 正常 的 生理 条 件 下 Src 基 因 的 功能 是 什么 呢 ? 
细胞 生物 学 和 动物 生理 学 研究 表明 , Sec 基因 在 小 鼠 的 血小板 和 神经 元 细胞 中 高 
表达 ,还 发 现 细胞 有 丝 分 裂 时 ,sc 编码 的 蛋白 质 出 现 特定 氨基 酸 的 磷酸 化 , 提示 
Src 基 因 的 功能 可 能 与 凝血 和 中 枢 神 经 功能 相关 , 也 可 能 与 细胞 生长 和 分 裂 周 
期 的 调控 有 关 。 然 而 , 应 用 小 鼠 胚 胎 干 细胞 基因 打靶 技术 制备 的 we 基因 无 效 突 
变 的 纯 合 子 小 鼠 在 出 生 后 数 天 内 就 会 死亡 , 而 突变 的 杂 合 子 小 鼠 ( 即 两 个 Src 等 
位 基因 中 只 有 一 个 突变 , 而 另 一 个 正常 ) 则 因 骨 质 重 建 缺 陷 而 造成 硬 骨 症 。 无 论 
是 突变 的 纯 合子 还 是 杂 合 子 都 没有 出 现 基于 体外 实验 结果 所 期 望 的 血小板 功能 
异常 和 脑 组 织 结构 异常 。 又 如 , 与 人 视网膜 母 细胞 瘤 (retinoblastoma ) 的 易 感 性 
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直接 相关 的 致 病 基 因 Rb 是 最 早 被 发 现 的 肿瘤 抑制 基因 (tumour suppressor), 该 基 
因 编 码 的 蛋白 质 对 细胞 生长 周期 有 负 调 控 作 用 。 世 界 上 已 有 几 个 实验 室 得 到 了 
RD 基因 剔除 小 鼠 。 突 变 纯 合 子 小 鼠 会 在 胚胎 期 死亡 , 病理 解剖 显示 胎儿 的 神经 
系统 和 造血 系统 出 现 严重 病变 , 突变 杂 合 子 小 鼠 则 有 强烈 的 致癌 倾向 。 出 乎 意料 
的 是 ,预期 的 视网膜 母 细胞 瘤 并 没有 发 生 , 出 现 的 却 是 脑 瘤 和 垂体 瘤 , 原 有 的 一 个 
野生 型 RZB 基 因 在 瘤 细 胞 中 也 因 体 细胞 突变 而 失 活 。 

Src 和 Rb 基因 剔除 实验 说 明 , 遗传 工程 小 鼠 可 以 用 来 证 实 癌 基 因 激 活 或 抑制 
癌 基 因 失 活 会 增强 机 体 的 致癌 倾向 。 那 么 , 可 不 可 以 用 类 似 的 模型 来 回答 诸如 
“ 乙 型 肝炎 病毒 的 感染 会 不 会 导致 肝癌 ” 这样 的 问题 呢 ? 临床 观察 表明 感染 了 乙 
肝病 毒 的 患者 中 , 有 一 部 分 会 患 慢性 活动 性 肝炎 , 继而 发 展 为 肝 纤 维 化 或 肝 硬 化 
等 慢性 肝病 , 最 后 可 能 演化 为 肝 细 胞 癌 。 这 些 由 病毒 感染 的 免疫 反应 引起 的 肝 细 
胞 死亡 /再 生 的 重复 周期 似乎 是 乙肝 病毒 导致 肝癌 的 重要 途径 。 通 过 对 乙肝 病毒 
全 基因 组 的 转基因 小 鼠 的 观察 , 发 现 乙肝 病毒 的 大 分 子 外 壳 多 肽 的 过 度 表达 会 引 
起 肝 细 胞 损伤 、 炎 症 和 再 生性 增生 ,并 可 能 使 恶变 的 风险 增加 。 此 外 ,乙肝 病毒 X 
基因 的 转基因 小 鼠 也 会 出 现 从 变性 肝 细 胞 灶 到 腺 瘤 , 再 演变 为 肝癌 的 进行 性 病理 
过 程 。 在 乙肝 病毒 转基因 小 鼠 中 呈现 的 这 个 过 程 和 临床 观察 到 的 部 分 乙 型 肝炎 
患者 向 肝癌 演变 过 程 是 一 致 的 。 

基因 剔除 不 仅 可 以 获得 特定 基因 的 失 功 能 突变 小 鼠 来 前 明 该 基因 正常 蛋白 
产物 的 功能 ,还 可 以 用 来 获得 人 类 遗传 病 的 模型 。 一 旦 某 种 遗传 病 的 疾病 基因 被 
识别 和 克隆 , 致 病 的 突变 也 弄 清楚 了 , 就 可 能 借助 遗传 工程 操作 造成 小 鼠 同 源 基 
因 的 突变 , 进而 构建 相关 的 疾病 模型 。 据 不 完全 统计 , 目前 已 建成 的 遗传 工程 小 
鼠 疾病 模型 已 涉及 上 千 种 不 同 的 疾病 基因 ,包括 中 枢 和 外 周 神经 系统 及 肌肉 病变 
性 疾病 ,免疫 系统 和 造血 系统 疾病 , 骨 、 软 骨 和 皮肤 疾患 ,以 及 数 十 种 恶性 肿瘤 等 。 
这 些 模 型 提供 了 一 个 处 于 生长 ,发 育 \ 病 变 和 衰老 动态 过 程 中 , 且 可 以 从 疾病 演进 
过 程 中 不 同 的 时 间 点 和 特定 的 组 织 、 器 官 进行 多 种 干预 的 解析 力 极 高 的 技术 平 
台 。 通 过 疾病 模型 可 以 从 基因 结构 变异 和 功能 表达 异常 来 研究 病变 的 全 过 程 , 寻 
找 可 能 被 药物 干预 的 分 子 靶 标 , 为 发 展 新 药 提 供 有 价值 的 思路 。 不 仅 如 此 , 这 样 
的 疾病 动物 模型 也 是 从 安全 性 和 有 效 性 两 方面 对 药物 进行 初 筛 的 实验 系统 。 

1984 年 梅 尔 顿 (D. W. Melton) 克隆 了 莱 施 - 奈 恩 综合 征 (Lesch-Nyhan 
syndrome ) 的 疾病 基因 HPRT。 莱 施 - 奈 恩 综合 征 是 一 种 引起 神经 和 行为 异常 的 
伴 性 隐 性 遗传 病 , HPRT 位 于 X 染 色 体 上 , 是 一 个 在 体内 各 种 组 织 广泛 表达 的 持 
家 基因 , 它 编 码 的 次 黄 味 叭 鸟 味 叭 磷酸 核糖 转移 酶 在 人 的 味 叭 核 苷 酸 代 谢 的 补 
救 旁 路 中 起 关键 作用 。1987 年 , 胡 珀 (M. L. Hooper) 等 为 了 获得 莱 施 - 奈 恩 综合 
征 的 小 鼠 模型 , CT) PRT SE DIR BR, 但 并 未 观察 到 与 莱 施 - 奈 恩 综合 征 相 
关 的 神经 系统 异常 。 同 年 , 库 恩 等 的 类 似 研究 也 得 到 了 同样 的 结果 , 随后 的 医学 
生化 研究 表明 路 齿 类 动物 与 人 的 味 叭 代谢 是 不 一 样 的 , 腺 呆 哈 磷酸 核糖 转移 酶 
(APRT ) 的 作用 更 为 重要 。1993 年 吴 (C. L. Wu) 和 梅 尔 顿 将 APRT 的 抑制 剂 导入 
PPRT7 基 因 剔 除 小 鼠 , 确实 诱导 出 了 有 持续 自残 行为 的 小 鼠 , 而 这 正 是 莱 施 - 奈 恩 
综合 征 患者 的 行为 特征 之 一 。 从 这 个 例子 可 以 看 到 不 同 物种 间 代 谢 差异 ,也 可 以 
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看 到 内 外 环境 因子 是 会 影响 疾病 基因 突变 的 表 型 效应 的 。 

另 一 个 例子 是 纤维 囊肿 的 疾病 相关 基因 CF7R。1992 年 有 三 个 研究 小 组 几 
乎 同时 构建 了 CF7R 基 因 缺 陷 突变 小 鼠 , 其 中 两 个 小 组 用 替代 型 打靶 载体 剔除 了 
AF508 所 在 的 10 号 外 显 子 , 另 一 个 小 组 用 插入 型 载体 阻 断 了 10 号 外 显 子 的 表达 。 
两 种 方法 产生 的 突变 纯 合 小 鼠 的 表 型 不 完全 一 样 。 用 替代 型 载体 获得 的 10 号 外 
显 子 剔除 小 鼠 很 快 赤 失 了 环 腺 苷 酸 激活 的 氯 离子 通道 活性 , 出 现 类 似 CF 患者 的 
远 端 小 肠 梗阻 而 死亡 , 胰腺 和 泪腺 也 有 明显 病变 。 而 用 插 和 人 型 载体 阻 断 10 号 外 
显 子 的 小 鼠 并 未 出 现 典型 的 临床 症状 , 仅 出 现 少许 病理 性 改变 。 

动物 模型 之 间 的 表 型 差异 可 以 归 因 于 对 CF7R 基 因 替 代 和 搬 人 两 种 遗传 修 
饰 的 类 型 不 同 。 插 入 型 修饰 虽 有 可 能 使 10 号 外 显 子 表达 受阻 ,但 10 号 外 显 子 
序列 仍然 存在 , 原始 转录 产物 也 可 能 经 不 同 的 拼接 而 生成 野生 型 或 拟 野 生 型 的 
mRNA, 这 种 在 编码 外 显 子 中 的 插入 突变 仍 可 经 拼接 而 在 较 低 水 平 形 成 有 功能 的 
全 长 mRNA 和 和 蛋白 产物 的 例子 是 非常 值得 注意 的 。 

事实 上 , 迄今 为 止 从 患者 身上 已 经 分 离 鉴 定 到 1 500 多 种 不 同 种 类 的 CFTR 基 因 
突变 , 这 些 突变 覆盖 了 整个 基因 ,每 种 突变 都 有 不 同 的 病理 特征 ,有 的 完全 不 能 合成 
和 蛋白质 ,有 的 合成 部 分 受阻 ,有 的 调控 厅 乱 ,也 有 一 部 分 是 接近 正常 表 型 的 。 可 以 设 
想 我 们 也 许 不 仅仅 需要 构建 一 种 CFTR 突 变 的 遗传 工程 小 鼠 , 而 是 要 构建 包括 各 种 
已 发 现 的 突变 , 和 在 自然 界 尚未 发 现 但 可 能 存在 突变 的 一 个 完整 的 系列 。 这 样 我 们 
就 有 了 一 个 完整 的 基因 突变 谱 , 而 且 有 了 一 个 能 表现 患者 各 种 症状 的 相应 的 遗传 工 
程 小 鼠 库 , 这 必 将 极 大 地 推动 疾病 的 基础 性 研究 以 及 诊断 和 防治 技术 更 新 。 再 深 一 
层 考虑 ,任何 一 种 疾病 的 发 生发 展 和 转 归 都 会 涉及 多 种 遗传 和 环境 因素 之 间 错 综 复 
杂 的 交互 作用 ,疾病 基因 的 突变 谱 和 遗传 工程 小 鼠 库 对 相关 的 分 析 也 是 有 价值 的 。 

基因 打靶 已 经 产生 了 许多 重要 的 人 遗传 病 的 模型 。 但 多 数 属 单 基因 疾病 ， 
这 些 疾 病 的 遗传 方式 是 清楚 的 。 如 果 研 究 的 疾病 是 涉及 多 个 基因 ,并 明显 受 环境 
因素 和 生活 方式 影响 的 复杂 病变 , 动物 模型 的 获得 就 要 困难 得 多 。 壁 如 说 原 发 
性 高 血压 是 常见 病 、 多 发 病 , 其 病理 过 程 十 分 复杂 。 正 常 血压 的 维持 与 心脏 的 功 
能 、 外 周 血管 系统 的 状况 、 总 的 血 量 、 肾 功能 ,以 及 离子 平衡 密切 相关 。 血 管 紧张 
肽 原 酶 /血管 紧张 肽 系统 也 是 维持 正常 血压 的 重要 系统 ,许多 降 压 药 就 是 这 个 系 
统 的 相关 因子 , 如 血管 紧张 肽 转移 酶 和 血管 紧张 肽 受 体 为 作用 靶 的 。 显 而 易 见 ， 
这 种 多 基因 遗传 病 的 动物 模型 构建 不 仅 要 对 多 个 基因 一 一 加 以 结构 功能 剖析 , 而 
且 更 难 的 是 如 何 明确 各 个 因素 与 高 血压 之 间 的 因果 关系 ,也 就 是 说 要 在 一 次 实验 
中 只 对 单个 可 变 因 素 的 作用 进行 基因 型 与 表 型 的 相关 分 析 。 史 密 萨 等 为 了 验证 
“血浆 中 随 基 因 变 化 的 血管 紧张 肽 原 Agt 的 浓度 是 引起 血压 升 高 的 一 个 因素 ”这 
个 假设 而 做 的 基因 打靶 实验 无 疑 是 非常 有 说 服 力 的 。 第 一 步 , 他 们 用 传统 的 ES 
细胞 基因 打靶 技术 获得 了 4sgt 基 因 剔 除 小 鼠 。 第 二 步 , 应 用 缺口 修补 基因 打靶 技 
术 (gap-repair gene targeting ) 在 4gt 基 因 所 在 的 染色 体位 置 上 使 正常 的 野生 型 4gt 
基因 的 拷贝 数 重复 而 加 倍 , 这 些 基 因 也 置 于 原 有 的 4gt 基 因 一 样 的 调控 因素 之 
下 。 通 过 不 同 的 杂交 组 合 就 可 以 获得 4gt 基 因 找 贝 数 分 别 为 0、1、2、3、4 的 遗传 工 
程 小 鼠 。 这 5 种 模型 小 鼠 群 随 4gt 基 因 拷 贝 数 的 增加 , 血浆 中 的 血管 紧张 肽 原 浓 
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度 呈 现 一 个 稳定 的 梯度 , 这 个 浓度 梯度 与 血压 的 增高 呈 显 著 相 关 性 。 这 个 巧妙 的 
被 称 为 基因 滴 度 (gene titration ) 的 实验 表明 ,只 要 设计 恰当 ,基因 打靶 实验 就 能 检 
测 出 一 个 完全 独立 于 遗传 背景 和 复杂 环境 因子 的 基因 在 多 基因 疾病 中 的 作用 ,并 
对 这 个 基因 与 特定 症状 出 现 之 间 的 因果 关系 做 出 毫 不 含糊 的 判断 。 

现在 不 仅 能 在 单个 基因 水 平 上 构建 遗传 工程 小 鼠 , 还 可 以 通过 染色 体 水 平 的 
重 排 构建 疾病 模型 。 壁 如 , 迪 乔 治 综合 征 (DiGeorge syndrome) 是 一 种 在 新 生 儿 
中 发 病 率 为 /4 000 的 严重 先天 性 心脏 缺损 疾病 , 伴 有 甲状 旁 腺 功能 减退 、 免 疫 功 
能 低下 ` 面 目 怪 异 和 学 习 障 碍 等 症状 , 80% 的 患者 的 22 号 染色 体 有 3Mb (300 万 个 
碱 基 对 ) 的 大 段 缺失 , 涉及 30 个 已 知 的 基因 。 最 近 巴 尔 迪 尼 (A. Baldini) 等 根据 
小 鼠 和 人 的 比较 基因 组 学 研究 , 发 现 患者 缺失 的 22 号 染色 体 的 3 Mb 区 段 与 小 鼠 
16 号 染色 体 上 的 一 个 1.6 Mb 片段 是 同 源 的 , 于 是 就 利用 Cre-loxP 系 统 , 成 功 构 建 
了 该 区 段 缺 失 并 出 现 典 型 的 迪 乔 治 综合 征 症状 的 小 鼠 模 型 ,为 在 小 鼠 中 模拟 人 类 
的 染色 体 病 开辟 了 一 条 新 的 路 子 。 

与 大 段 染 色 体 缺失 会 引起 严重 疾患 一 样 , 染色 体 或 染色 体 片 段 的 重复 和 
宛 余 也 会 致 病 。 唐 氏 综 合 征 (Down syndrome) 就 是 由 于 多 了 一 条 21 号 染色 体 
造成 的 , 其 中 关键 的 重复 区 段 是 长 臂 2 区 2 带 (21q22.2)。 新 生 儿 的 发 病 率 高 达 
1/1 000~2/1 000, 患 儿 智力 低下 、 精 神 果 滞 , 常 伴 有 先天 性 心脏 病 或 血液 系统 疾 
病 。 为 了 详细 分 析 21q22.2 区 段 上 各 部 分 基因 与 发 病 的 关系 , 史密斯 (D. J. Smith) 
等 首先 把 人 的 21q22.2 区 段 切 成 一 组 首尾 序列 有 一 定 程度 重 又 的 长 度 约 为 2Mb 
的 片段 , 然后 应 用 大 片段 DNA 转 基因 技术 ,建立 了 一 个 转基因 小 鼠 组 合 系 ; 即 由 
一 组 遗传 工程 小 鼠 组 成 的 DNA 分 子 释 连 群 (contig), 成 为 分 析 唐 氏 综 合 征 有 关 的 
各 种 染色 体 异 常 的 “ 活 试管 ”。 

利用 遗传 工程 小 鼠 所 做 的 研究 往往 会 证 实 某 些 假设 , 也 可 能 会 推翻 某 些 假 
设 , 但 很 少 是 不 提供 任何 信息 的 无 效 实 验 。 例 如 钙 调 素 (calmodulin) 是 一 种 与 信 
号 转 导 和 多 种 酶 的 作用 有 关 的 钙 结 合 蛋 白 。 有 人 发 现 钙 调 素 基 因 过 度 表 达 的 转 
基因 小 鼠 会 在 出 生 后 数 小 时 诱导 出 极 早 期 糖尿 病 。 另 外 , 也 有 人 发 现 工 类 组 织 相 
容 性 因子 H-ZK" 在 胰腺 B 细 胞 中 过 度 表 达 的 转基因 小 鼠 也 会 衍生 出 胰岛 素 依 赖 
性 糖尿 病 , 而 且 不 出 现 预期 的 自体 免疫 反应 。 这 类 实验 结果 会 启发 我 们 对 糖尿 病 
成 因 的 再 思考 , 也 会 为 糖尿 病 的 防治 找到 新 的 思路 。 只 要 实验 是 可 靠 的 , 逐步 积 
累 总 会 导致 有 价值 的 科学 发 现 。 

诚然 , 通过 基因 捕获 (gene trap) 可 以 构建 携 有 随机 插入 突变 的 胚胎 .干细胞 
库 , 但 从 突变 的 胚胎 干细胞 到 可 以 观察 性 状 的 突变 小 鼠 系 列 仍然 是 繁重 和 困难 的 
任务 。 利 用 乙 基 亚 硝 基 脲 (ethylnitrosourea, ENU ) 诱 发 小 鼠 基 因 突 变 则 为 哺乳 动 
物 功能 基因 组 的 研究 提供 了 一 种 新 的 方法 。ENU 是 一 种 能 引起 单 碱 基 突变 的 烷 
化 剂 , 它 不 依赖 细胞 内 的 代谢 活化 系统 就 可 以 通过 烷 化 反应 将 乙 基 加 合 于 碱 基 ， 
造成 DNA 复制 中 碱 基 的 错 配 与 置换 。ENU 在 小 鼠 减 数 分 裂 前 的 精 原 细胞 和 胚 
胎 干 细胞 中 的 单位 点 诱 变 率 可 达 10 数量级。 对 小 鼠 全 基因 组 的 ENU 诱 变 研究 
已 被 国外 多 个 实验 室 用 于 基因 功能 研究 和 疾病 模型 构建 。 这 些 研 究 有 三 个 显著 
的 特点 : D ENU 诱 变 的 分 子 机 制 是 清楚 的 , 诱 变 是 随机 的 , 几乎 能 覆盖 整个 小 
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鼠 基 因 组 ; @ 突变 基因 的 定位 充分 利用 了 分 子 生物 学 标记 和 生物 信息 学 数据 ; 
O 突变 型 筛选 和 表 型 分 析 是 高 通 量 大 规模 的 ,包涵 发 育 的 全 过 程 和 几乎 所 有 器 
BAR, 还 涉及 分 子 、 细 胞 、 器 官 和 整体 多 个 层次 。 这 几 点 也 许可 以 将 ENU 诱 变 
实验 与 经 典 的 小 鼠 遗传 学 中 的 诱 变 实 验 和 表 型 驱动 分 析 加 以 区 分 。 一 些 诱 变 工 
具 小 鼠 的 开发 和 多 种 基因 组 工程 化 修饰 技术 的 利用 更 是 大 大 提高 了 ENU ER 
统 的 效率 。 在 多 种 模式 生物 基因 组 测序 完成 的 基础 上 , 它 已 经 成 为 快速 产生 和 大 
规模 筛选 疾病 模型 的 又 一 种 有 效 手 段 。 

如 果 说 基因 组 研究 正在 从 结构 基因 组 向 功能 基因 组 转变 ,遗传 学 正在 从 研究 
单个 基因 向 基因 家 族 和 整个 基因 组 的 功能 协调 研究 转变 , 那么 值得 注意 的 一 个 新 
生长 点 是 , 针对 一 种 遗传 性 疾病 (包括 多 基因 病 ), 构建 一 个 具有 不 同 结构 修饰 基 
因 的 遗传 工程 小 鼠 集合 来 分 析 基 因 结 构 变 异 与 临床 症状 之 间 的 确切 关联 , 这 种 关 
联 应 该 包括 质 的 关联 和 量 的 关联 。 认 识 到 这 一 点 对 医学 遗传 学 研究 是 十 分 重要 
的 。 当 然 ,收集 病例 和 相应 的 基因 样品 是 根本 的 、 至 关 重 要 的 。 然 而 ,遗传 工程 小 
鼠 模 型 提供 的 技术 平台 ,不仅 是 研究 思路 的 创新 研究 方法 的 创新 ,也 是 生物 学 与 
医学 新 一 代 研 究 材料 的 创新 。 在 新 老 世 纪 交 替 之 间 它 正在 悄悄 地 引发 一 场 医学 
科学 乃至 整个 生命 科学 的 革命 。 

人 类 基因 组 测序 计划 的 完成 , 以 及 大 肠 杆菌 、 线 虫 . 果 蝇 、 拟 南 芥 和 小 鼠 等 模 
式 生物 基因 组 序列 的 公布 , 为 我 们 提供 了 大 量 有 关 生 物 遗 传 组 成 的 资料 , 估算 出 
了 每 种 生物 可 能 编码 蛋白 质 的 基因 (又 称 可 读 框 , ORF) 的 数目 ,排出 了 长 长 的 基 
因 名 录 。 然 而 , 基因 组 序列 资料 并 没有 直接 演绎 出 基因 组 编码 的 种 种 RNA 和 和 蛋 
白质 是 以 何 种 方式 相互 整合 来 执行 细胞 生长 发 育 分 化 功能 , 以 至 于 形成 整个 机 体 
的 形态 、 生 理 和 行为 等 表 型 特征 。 基 因 组 及 其 各 个 组 成 的 功能 研究 ,或 者 说 功能 
基因 组 学 的 一 个 重要 任务 就 是 要 识别 和 阐明 与 健康 、 亚 健康 和 疾病 状态 相关 联 的 
基因 的 结构 与 功能 ,以 及 处 于 这 种 结构 和 功能 态 的 基因 与 环境 因素 的 相互 作用 。 

对 于 基因 组 序列 已 知 的 生物 来 讲 , 发 现 和 研究 基因 功能 最 有 效 的 方法 是 运 
用 分 子 生 物 学 提供 的 工具 和 方法 , 使 基因 组 中 的 基因 逐个 失 活 (loss of function)， 
再 分 析 特 定 基因 失 活 在 分 子 水 平 、 细 胞 水 平 或 整体 水 平 上 的 效应 。 在 酵母 
Saccharomyces cerevisiae 基因 组 序列 公布 后 ,参与 酵母 基因 组 删除 研究 项 目 (The 
Saccharomyces Genome Deletion Project) 的 科学 家 基于 同 源 重组 原理 , 对 酵母 全 
基因 组 每 个 有 编码 蛋白 质 潜能 的 ORF 逐一 做 系统 的 缺失 突变 , 最 终 在 总 共 6 131 
个 基因 中 获得 了 5 916 个 基因 的 缺失 突变 株 , 突变 基因 的 覆盖 率 约 为 96.5%。 这 
些 突变 株 成 为 真 核 生物 功能 基因 组 学 研究 的 第 一 批 宝贵 材料 。 

美国 Salk 研究 所 的 埃 克 特 (J. Ecker) 小 组 利用 携带 了 卡 那 霉 素 抗 性 基因 的 
IRITA Agrobacterium T-DNA 作为 插入 突变 的 序列 标记 , 对 模式 生物 拟 南 芥 
Arabidopsis thaliana 全 基因 组 做 插入 突变 系列 研究 ,获得 了 15 万 个 插入 T 了 T-DNA 
的 突变 株 , 并 对 88 000 多 个 插入 突变 做 了 精确 的 定位 , 在 拟 南 芥 具有 的 29 454 个 
ORF 中 总 共 鉴 定 了 21 700 个 基因 的 突变 株 。 在 提供 高 覆盖 率 突变 库 的 同时 ,研究 
小 组 还 对 部 分 结构 基因 和 调控 基因 做 了 较为 深入 的 功能 分 析 。 

在 模式 生物 线虫 (Caenorhabditis elegans) 中 ,常用 RNA 干 扰 (RNA interference, 
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RNAi) 来 使 基因 失 活 。RNAi 的 作用 与 经 典 的 基因 剔除 是 类 似 的 。 在 自然 条 件 
下 ,RNAi 是 细胞 抵御 转移 性 遗传 因子 或 病毒 侵袭 的 一 种 保护 机 制 , 现 已 被 广泛 
用 于 暂时 性 阻 断 特定 基因 的 表达 , 借以 分 析 该 基因 功能 失 活 后 的 形态 、 生 理 和 行 
为 效应 。 具 体 方法 是 将 编码 针对 特定 基因 的 双 链 RNA 的 质粒 导入 大 肠 杆菌 , 然 
后 用 这 种 大 肠 杆 菌 喂 饲 线虫 , 即 可 观察 子 代 线虫 在 胚胎 期 或 幼虫 期 因 特 定 基 因 失 
活 而 导致 的 表 型 效应 。 卡 马 特 (R. S. Kamath) 等 应 用 RNAi 阻 断 了 16 757 个 线虫 
基因 (基因 总 数 估 计 为 19 757) 的 表达 。 系 列 的 表 型 分 析 表 明 在 进化 上 越 是 保守 
的 基因 的 失 活 , 越 容易 引起 致死 效应 。 阿 什 拉 菲 (K. Ashrafi) 等 还 用 相似 的 方法 
分 析 了 与 脂肪 代谢 的 调节 相关 的 基因 。 


6.4.5 ”哺乳 动物 克隆 和 干细胞 研究 

除了 生物 和 医学 的 基础 研究 与 构建 疾病 模型 之 外 , 转基因 和 基因 工程 动物 
还 可 以 用 来 制备 生物 反应 器 , 即 利 用 目标 基因 在 转基因 动物 的 特定 器 官 中 高 表达 
来 获得 该 基因 编码 的 蛋白 质 。 辟 如 ,将 人 的 凝血 因子 基因 整合 于 乳牛 的 基因 组 ， 
并 借助 能 使 外 源 基因 在 乳腺 组 织 中 高 表达 的 调控 元 件 , 使 人 的 凝血 因子 基因 在 转 
基因 和 牛 的 乳腺 中 高 表达 。 我 们 就 有 可 能 从 乳汁 中 提取 人 凝血 因子 来 治疗 血 友 病 。 
这 样 不 仅 可 以 降低 从 血液 制品 中 提取 和 纯化 凝血 因子 的 成 本 ,还 可 杜绝 血液 制品 
潜在 的 诸如 艾滋 病毒 或 乙 型 肝炎 病毒 等 病毒 感染 的 风险 。 也 就 是 说 ,我 们 可 以 通 
过 转基因 等 基因 工程 技术 来 制备 专门 生产 人 凝血 因子 的 牛乳 腺 生物 反应 器 , 这 个 
转基因 和 牛 吃 的 是 草 , 挤 出 来 的 是 含有 具有 生物 活性 的 人 凝血 因子 的 牛奶 。 这 样 的 
生物 反应 器 既 有 重要 的 医用 价值 ,又 有 巨大 的 经 济 价值 。 

当然 ,转基因 牛 也 有 一 定 的 寿 限 , 也 会 死去 , 它 不 会 像 机 器 那样 永远 产 奶 制药 。 
如 果 借 助 两 性 交配 来 繁衍 后 代 , 则 会 使 转基因 牛 的 子 裔 因为 生殖 细胞 形成 与 受精 过 
程 中 的 染色 体 交 换 重组 和 基因 重 排 而 丧失 外 源 基 因 在 乳腺 中 高 表达 的 性 状 。 由 此 ， 
科学 家 们 开始 探索 避 开 有 性 过 程 而 采用 无 性 繁殖 的 方法 来 完整 地 保留 转基因 牛 的 
这 个 生产 性 状 在 子 代 中 的 表达 ,这 种 无 性 繁殖 方法 就 是 哺乳 动物 的 克隆 技术 。 

1996 年 7 月 5 日 在 英国 的 苏格兰 离 爱 丁 堡 市 17 km 的 山区 小 镇 上 的 罗斯 林 研 
究 所 , 威 尔 称 特 和 开 . 坎 贝尔 精心 培育 的 全 世界 第 一 只 克隆 羊 多 莉 终 于 顺利 诞生 
了 。1997 年 2 月 27 日 《自然 》 Natwre) 杂 志 发 表 了 威 尔 称 特等 的 文章 “ 源 自 胎 儿 
和 成 年 哺乳 动物 细胞 的 可 存活 的 后 代 ” 引起 了 科学 界 的 强烈 反响 和 公众 的 热切 
关注 (图 6-17 )。 

罗斯 林 研 究 所 的 前 身 是 罗斯 林 动 物 繁殖 研究 站 , 致力 于 利用 转基因 动物 来 生 
产 有 药 用 价值 的 蛋白 质 , 为 了 维持 转基因 动物 的 遗传 稳定 性 , 避免 常规 的 有 性 生 
殖 繁衍 育种 会 导致 极 宝贵 的 生产 性 状 丢 失 的 危险 , 罗斯 林 研 究 所 的 科学 家 开始 尝 
试用 克隆 技术 来 维持 转基因 动物 品系 。 他 们 要 做 的 事情 是 将 一 个 发 育 完全 、 各 种 
性 状 充分 展现 的 成 年 动物 的 体 细胞 核 移植 到 一 个 事先 去 除了 细胞 核 而 只 含 细 胞 
质 的 卵 壳 内 , 并 创造 条 件 使 接受 了 体 细胞 核 的 卵细胞 质 启 动 类 似 精子 进入 成 熟 卵 
细胞 后 的 胚胎 发 育 过 程 , 再 借助 代孕 母 羊 完成 胚胎 发 育 全 过 程 , 这 个 过 程 称 为 体 
细胞 核 转移 (somatic cell nuclear transfer, SCNT )。 威 尔 穆 特 和 开 . 坎 贝尔 等 决定 先 
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用 羊 来 做 实验 。 一 个 取 自 6 岁 成 年 多 塞 特 母 羊 的 乳腺 细胞 是 细胞 核 的 供 体 , 通过 
电 刺 激 使 这 个 细胞 核 与 作为 细胞 质 供 体 的 芬兰 黑 脸 羊 的 去 核 卵 细胞 融合 , 然后 注 
入 代孕 母 羊 , 最 终 获 得 细胞 核 供 体 多 塞 特 母 羊 的 克隆 羊 。 他 们 一 共 进 行 了 277 次 
实验 , 终于 有 一 只 来 自 成 年 绵羊 的 体 细胞 的 羔羊 诞生 了 。 威 尔 穆 特 高 兴 地 用 他 所 
喜爱 的 乡村 歌手 多 莉 : 帕 顿 (Dolly Parton) 的 名 字 命 名 这 只 小 绵羊 。 
显而易见 , 克隆 动物 的 思想 , 特别 是 克隆 哺乳 动物 的 思想 的 形成 是 与 动物 基 
因 组 的 有 目的 的 改造 , 或 者 叫 工程 化 的 操作 密切 相关 的 , 体 细 胞 核 移植 是 一 种 人 
为 的 无 性 繁殖 方式 , 避免 了 有 性 生殖 过 程 中 遗传 物质 的 分 离 和 重组 , 保持 了 遗传 
工程 动物 的 遗传 稳定 性 。 源 自 成 年 母 羊 乳腺 上 皮 细 胞 的 多 莉 羊 的 诞生 雄辩 地 证 
一 个 成 熟 的 哺乳 动物 的 高 度 分 化 的 体 细胞 仍然 保持 着 发 育 为 完整 的 个 体 的 潜 
在 能 力 , 或 者 说 细胞 的 遗传 物质 在 分 化 发 育 的 过 程 中 并 没有 发 生 不 可 逆 的 修饰 ， 
哺乳 动物 细胞 的 分 化 是 通过 基因 表达 水 平 的 一 系列 有 序 的 变化 和 细胞 核 与 其 所 
处 的 细胞 质 环境 相互 作用 来 实现 的 。 这 是 人 类 认识 生命 .认识 自我 的 一 次 重要 飞 
跃 。 美 国 普 林 斯 顿 大 学 的 分 子 生物 学 家 西 尔 弗 (L. Silver) 把 多 莉 的 出 现 视 为 一 
个 历史 性 时 刻 , 他 说 :“ 对 我 来 说 , 现在 可 以 把 时 间 划 分 为 前 多 莉 (pre-Dolly) 和 后 


图 6-17 通过 体 细胞 
核 转移 成 功 克隆 多 莉 
的 流程 示意 ( 引 自 《 彩 
图 科技 百科 全 书 》) 
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多 者 (post-Dolly ) 时 期 了 。” 

多 莉 羊 的 克隆 成 功 , 确实 是 一 次 具有 划时代 意义 的 技术 突破 , 然而 这 并 不 意 
味 着 我 们 掌握 了 与 哺乳 动物 体 细 胞 核 移植 技术 相关 的 一 系列 科学 知识 , 更 没有 形 
成 对 实践 有 指导 意义 的 科学 理论 。 正 因为 科学 知识 和 理论 的 滞后 , 目前 用 核 移植 
技术 来 克隆 哺乳 动物 仍然 处 于 摸索 阶段 , 一 次 成 功 往往 伴随 着 几 十 次 、 几 百 次 其 
至 上 千 次 失败 。 威 尔 穆 特 2002 年 10 月 在 《自然 》 杂 志 发 表 的 评论 文章 总 结 了 哺 
乳 动物 体 细胞 核 移植 方面 的 技术 现状 。 文 章 说 迄今 公开 报道 经 核 移植 克隆 成 功 
的 哺乳 动物 已 有 牛 、 绵 羊 、 免 、 猪 、 猴 、 鼠 和 山羊 7 种 。 这 一 系列 实例 证 实 , 当成 年 
动物 体 细胞 核 置 入 去 核 卵 细胞 质 后 , 控制 分 化 的 遗传 物质 结构 修饰 有 可 能 被 逆 
转 ,通过 基因 组 的 重新 编程 使 细胞 核 内 的 基因 组 有 可 能 像 受精 卵 那样 来 调节 和 控 
制 胚胎 发 育 。 然 而 ,文章 也 指出 体 细胞 核 移植 的 效率 极 低 ,至少 有 1/3 被 证 实 怀 上 
克隆 胚胎 的 咎 和 绵羊 最 终 都 流产 了 , 其 中 多 数 是 胎盘 发 育 异 常 导 致 的 早期 流产 。 
在 出 生 24h 内 ,又 有 大 量 的 克隆 动物 死 于 呼吸 异常 .出 生 时 体重 超常 心血 管 系统 
缺陷 、 器 官 增 大 等 。 即 使 在 度 过 胚胎 期 和 围 产 期 而 存活 下 来 的 动物 中 , 还 频频 出 
现 免疫 系统 、 脑 组 织 结构 和 消化 系统 的 缺陷 或 异常 。 所 以 用 成 年 动物 的 体 细胞 克 
隆 的 哺乳 动物 成 功率 是 很 低 很 低 的 。 大 量 的 实验 资料 表明 , 用 体 细胞 核 移 植 技术 
克隆 动物 的 成 败 , 在 很 大 程度 上 取决 于 细胞 核 进入 卵细胞 后 , 整个 基因 组 表达 程 
序 能 不 能 重新 编制 ,并 足以 启动 类 似 有 性 生殖 中 两 性 配子 的 细胞 核 融合 后 启动 的 
胚胎 发 育 进程 。 

我 们 还 很 不 清楚 哪些 因素 会 影响 重新 编程 过 程 。 但 至 少 应 该 包括 : O BB 
植 时 体 细 胞 所 处 的 是 细胞 分 裂 期 还 是 静止 期 ; O 体 细胞 取 自 何 种 组 织 , 其 特 化 
程度 怎样 ; @ 待 克隆 的 动物 处 于 什么 发 育 阶 段 , 是 胚胎 期 , 还 是 出 生 后 的 幼年 或 
成 年 , 抑或 是 老年 ; O 接受 核 移植 的 卵细胞 所 处 的 状态 ; @) 体 细 胞 和 卵细胞 质 
融合 及 启动 发 育 的 实验 条 件 ; © 克隆 的 胚胎 处 于 什么 样 的 孕育 环境 。 美 国 麻 省 
理工 学 院 卢 道夫 杰克 逊 实验 室 曾 经 对 体外 受精 发 育 的 小 鼠 胚 胎 和 经 核 移植 克 
隆 的 小 鼠 胚 胎 做 了 10 000 个 基因 表达 的 对 比分 析 , 发 现 克隆 小 鼠 胚 胎 约 有 4% 的 
基因 表达 异常 , 其 中 表达 下 调 的 占 3.3%, 上 调 的 占 0.7%, 以 此 推算 克隆 小 鼠 胚 胎 
整个 基因 组 中 可 能 有 近 千 个 基因 表达 异常 。 医 学 遗传 学 研究 表明 , 即使 单个 基因 
的 结构 变化 或 表达 异常 也 有 可 能 引起 严重 的 疾病 。 可 以 想象 成 百 上 千 个 基因 表 
达 异 常 将 会 导致 克隆 动物 胚胎 致死 、 出 生 后 死亡 、 围 产 期 死亡 和 成 年 动物 的 多 系 
统 疾 病 。 如 出 生 时 看 来 是 正常 的 多 莉 , 很 早 就 患 上 了 关节 炎 等 疾病 。 随 着 克隆 动 
物种 类 和 数量 的 增加 、 存 活期 限 的 延长 , 在 克隆 动物 身上 发 现 的 病理 性 变化 还 会 
不 断 增 加 。 

多 者 的 克隆 成 功 暗示 我 们 克隆 人 的 可 能 性 不 是 不 存在 的 。 这 里 不 妨 先 从 科 
学 和 技术 层面 来 思考 一 下 克隆 人 的 问题 。 

第 一 个 问题 : 由 6 岁 的 成 年 绵羊 的 乳腺 上 皮 细 胞 的 细胞 核 DNA 克 隆 获 得 的 
多 莉 , 它 出 生 时 的 生物 学 年 龄 是 0 岁 还 是 6 岁 ? 6 年 的 生长 、 发 育 与 分 化 , BA 
体 细胞 的 基因 组 中 留 下 了 由 年 龄 引起 的 结构 修饰 ? 如 与 年 龄 相关 的 表 观 遗传 修 
饰 。 要 是 这 种 年 龄 修饰 的 确 存 在 ,会 不 会 引起 克隆 动物 的 早衰 和 老年 性 疾病 ? 


第 6 章 哺乳 动物 体 细胞 遗传 分 析 


第 二 个 问题 : 人 细胞 与 小 鼠 细 胞 的 一 个 重要 区 别 是 染色 体 的 端 粒 会 随 着 细 
胞 分 裂 次 数 的 增加 而 逐渐 缩短 , 最 后 使 细胞 丧失 继续 增殖 的 能 力 , 这 是 因为 人 的 
端 粒 酶 活性 受到 抑制 的 缘故 。 一 旦 端 粒 酶 活性 增高 , 细胞 的 增殖 就 可 能 失控 , 其 
至 导致 恶性 肿瘤 。 所 以 , 如果 由 成 年 体 细胞 衍生 而 来 的 克隆 人 的 染色 体 端 粒 酶 活 
性 依然 受 抑 , 则 可 能 会 影响 细胞 ,乃至 整个 机 体 的 正常 寿命 。 反 之 ,如 果 细 胞 中 端 
粒 酶 活性 增高 , 则 细胞 有 可 能 发 生 恶 变 。 

第 三 个 问题 : 人 的 基因 组 中 有 相当 一 部 分 基因 甚至 染色 体 片段 , 在 精子 
或 卵细胞 形成 过 程 中 , 会 因 某 种 结构 修饰 而 不 能 表达 , 称 为 基因 印迹 (genetic 
imprinting), 分 为 起 源 于 精子 的 父 源 基因 印迹 和 起 源 于 卵细胞 的 母 源 基 因 印 迹 两 
种 。 这 种 在 生物 演化 中 形成 的 、 有 规律 而 又 受 控 的 基因 失 活 是 机 体 中 基因 表达 调 
节 的 一 种 重要 方式 。 调 控 基因 表达 的 这 类 修饰 会 经 体 细胞 分 裂 而 传 至 下 一 代 细 
胞 。 源 于 生殖 细胞 的 基因 印迹 只 有 在 个 体 性 成 熟 后 的 生殖 细胞 的 形成 过 程 中 才 
会 删除 或 重新 改变 印迹 方式 。 基 因 印 迹 的 异常 往往 会 导致 多 种 遗传 性 疾病 , 所 以 
在 克隆 人 中 如 何 防止 基因 印迹 造成 的 发 育 异 常 或 重要 基因 功能 的 缺陷 , 必 将 是 一 
个 严重 的 挑战 。 

第 四 个 问题 : 前 面 曾 提 到 在 自然 条 件 下 ,精子 进入 成 熟 的 卵细胞 后 , 精 卵 融 
合 形 成 的 受精 卵 基 因 组 会 启动 有 严格 时 空 顺序 的 基因 表达 程序 。 它 既 与 受精 前 
卵细胞 质 的 生理 生化 环境 有 关 , 又 受 刚刚 形成 的 合子 基因 组 上 基因 表达 元 件 的 
调控 。 有 理由 认为 , 各 种 不 同 的 体 细胞 虽然 有 同样 的 基因 组 ,但 取 自 不 同 组 织 
器 官 的 体 细胞 的 细胞 核 所 携带 的 基因 组 表达 的 指令 信息 是 不 完全 一 样 的 , 与 刚 
刚 发 生 精 卵细胞 核 融 合 的 合子 基因 组 的 表达 指令 也 必然 是 不 一 样 的 。 显 而 易 
见 , 将 成 年 个 体 的 体 细 胞 的 细胞 核 移 入 去 核 卵 细胞 的 克隆 操作 , 必须 立即 启动 一 
种 与 受精 过 程 触发 的 自然 程序 相同 的 早期 发 育 过 程 , 这 在 生物 学 上 称 为 重 编 程 
(reprogramming)。 目 前 , 与 哺乳 动物 核 移植 相关 的 重 编程 技术 还 很 不 完善 , 例如 
多 莉 就 是 277 次 同样 的 核 移植 中 仅 存 的 一 个 “幸运 儿 ” 。 对 于 人 的 克隆 来 讲 , 面 
临 的 一 个 最 直接 也 是 最 严峻 的 技术 难关 也 许 就 是 核 移 植 后 的 重 编程 。 

第 五 个 问题 : 在 人 类 群体 中 ,通过 有 性 过 程 形 成 的 每 一 个 个 体 都 有 一 个 独特 
的 基因 组 ,这 种 独特 性 是 构成 人 的 尊严 和 人 权 的 生物 学 基石 。 除 了 由 一 个 受精 卵 
发 育 而 来 的 双生 子 以 外 , 每 一 种 基因 组 在 人 类 群体 的 基因 组 库 (genome pool) 中 
都 只 占有 一 份 。 这 是 在 自然 选择 条 件 下 ,生物 由 无 性 生殖 演化 到 有 性 生殖 后 获得 
的 最 重要 的 群体 生物 学 性 质 。 有 性 生殖 中 基因 重组 的 随机 性 是 群体 多 样 性 的 基 
础 ,也 是 种 群 保持 演化 潜能 的 重要 前 提 。 生 物体 从 无 性 繁殖 到 有 性 繁殖 , 付出 的 
代价 是 丧失 了 任何 一 个 个 体 都 能 独自 繁衍 数量 几乎 不 受 限制 的 后 代 的 可 能 性 , 换 
来 的 是 种 群 基因 组 的 几乎 不 受 限 制 的 多 样 性 。 如 果 和 群体 中 任何 一 个 个 体 的 基因 
组 被 复制 , 克隆 出 仍 有 无 性 繁殖 可 能 的 克隆 人 , 则 会 增加 这 个 特定 基因 组 在 群体 
基因 组 库 中 的 频 度 , 造成 种 群 基因 组 多 样 性 程度 的 下 降 。 这 不 仅 是 一 个 理论 问 
题 , 而且 可 能 会 产生 不 可 预言 的 灾难 性 后 果 。 顺 着 这 样 的 思路 , 我 们 还 可 以 设想 
若干 在 生物 学 层面 尚未 解决 的 科学 和 技术 问题 。 

克隆 人 的 技术 问题 或 迟 或 早 总 是 会 得 到 解决 的 。 真 的 到 了 技术 层面 的 问题 
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不 复 存 在 时 ,是 否 就 可 以 克隆 人 了 呢 ? 技 术 层 面 的 思考 必然 要 转 入 伦理 学 的 思考 
或 思辩 。 

在 进行 克隆 人 的 伦理 思考 或 思辨 时 ,最 容易 想到 的 是 有 关 人 类 辅助 生育 技术 
应 用 初期 的 争论 。 其 实 , 克隆 人 和 辅助 生育 技术 的 应 用 是 不 能 相提并论 的 ,它们 
是 本 质 上 截然 不 同 的 两 件 事 。 辅 助 生育 技术 或 是 帮助 精子 或 卵细胞 成 熟 ,或 是 帮 
助 精子 和 卵细胞 有 效 地 结合 , 或 是 帮助 受精 卵 在 适宜 的 孕 母 体内 正常 发 育 。 而 克 
隆 人 是 从 已 分 化 的 体 细胞 基因 组 出 发 , 经 核 移植 这 样 的 无 性 过 程 复制 一 个 基因 组 
结构 与 现存 的 或 已 去 世 的 个 体 完全 一 样 的 个 体 。 尽 管 由 于 基因 组 所 处 的 生物 内 
微 环境 和 个 体 所 处 的 自然 和 社会 环境 不 同 ,具有 相同 基因 组 的 个 体 可 能 会 有 不 同 
的 外 貌 和 行为 ,甚至 认 知 能 力 的 差异 ,但 从 基因 组 水 平 来 讲 , 具 有 相同 基因 型 的 个 
体 在 遗传 上 是 等 同 的 , 对 群体 下 一 个 世代 基因 组 库 的 贡献 也 是 等 同 的 。 所 以 , 克 
隆 人 事实 上 已 经 侵犯 了 群体 中 携 有 不 同 基 因 组 的 个 体 将 其 基因 型 以 自然 的 .不 受 
强制 的 人 为 因素 影响 的 概率 传 至 下 一 个 世代 的 群体 的 平等 权利 。 

在 关于 克隆 人 的 伦理 思考 或 思辩 中, 常常 会 想到 因 意 外 事故 痛 失 爱 子 或 爱 
女 的 双亲 , 要求 由 来 自爱 子 或 爱 女 的 体 细胞 克隆 出 一 个 完全 一 样 的 孩子 这 样 的 例 
子 ,也 曾经 有 人 认为 基于 这 种 理由 的 克隆 人 是 人 道 的 。 然 而 ,一 旦 我 们 可 以 为 所 
有 痛 失 爱 子 或 爱 女 的 双亲 复制 他 们 失去 的 孩子 时 , 谁 还 会 把 这 个 孩子 看 成 是 他 们 
情感 生活 中 不 可 替代 、 在 家 庭 生活 中 不 可 或 缺 的 最 爱 呢 ? 那么 现在 还 活着 的 男孩 
或 女孩 还 会 是 每 个 家 庭 各 自 的 最 爱 或 唯一 吗 ” 再 进一步 想 ,我 们 现在 活着 的 男 男 
女 女 不 也 会 陷于 类 似 的 境地 吗 ? 对 于 这 样 一 种 会 把 我 们 带 入 一 种 怪异 的 “情感 
黑洞 ”的 情景 ,相信 大 家 一 定 会 不 寒 而 栗 的 。 

与 克隆 多 莉 羊 的 初 囊 一样, 有关 克隆 人 的 想法 也 隐 含 着 对 人 的 基因 组 进行 有 
目的 的 修饰 ,来 设计 或 所 谓 的 “优化 ” 人 的 遗传 结构 的 情结 。 如 果 , 有 人 想 把 孩子 
设计 得 个 子 更 高 、 五 官 更 端正 、 脑子 更 灵活 、 体 魄 更 健壮 , 并 企图 通过 遗传 操作 实 
施 这 种 设计 。 那 么 一 旦 真 的 得 到 了 一 个 甚至 一 群 符合 “订单 "要求 的 孩子 时 ,我 
们 将 永远 失去 作为 人 的 尊严 , 父亲 的 、 母 亲 的 、 孩 子 的 , 乃至 整个 人 类 的 尊严 。 遗 
传 学 研究 还 表明 ,我们 每 个 人 的 基因 组 中 都 携带 了 若干 个 对 生长 和 发 育 有 负面 影 
响 的 突变 基因 。 在 这 一 点 上 ,人 绝对 没有 优 劣 之 分 ,不 论 一 个 人 带 有 怎样 的 基因 ， 
都 应 享有 同样 的 尊严 。 堆 金 (S. W. Hawking) RAHA RA m EE EEA 
侧 索 硬化 症 , 却 仍然 是 我 们 时 代 最 伟大 的 物理 学 家 之 一 。 况 且 , 遗传 变异 的 存在 
是 人 类 群体 遗传 多 样 性 的 体现 ,也 是 群体 演化 的 重要 基础 。 

关于 克隆 人 想法 中 隐 含 的 另 一 个 情结 是 想 借 此 获得 个 人 的 “永生 ”, 在 一 个 
人 寿终正寝 之 时 , 克隆 出 一 个 一 模 一 样 的 人 。 这 种 想法 也 是 不 现实 的 , 因为 一 个 
人 的 个 性 或 人 格 不 单单 取决 于 基因 组 的 结构 ,还 在 很 大 程度 上 取决 于 生活 环境 和 
社会 关系 。 所 以 遗传 学 上 的 克隆 只 解决 了 发 育 与 成 长 的 生物 学 潜能 ,并 不 能 决定 
因 教 育 与 教养 等 社会 因素 对 人 的 个 性 和 人 格 形成 的 影响 , 这 种 影响 有 时 是 决定 性 
BY, ARR A “UES LP” 一 样 的 荒 廖 境 地 。 

人 类 只 享有 一 个 共同 的 基因 组 , 决定 了 全 人 类 在 遗传 上 的 高 度 共 性 , 而 基因 
组 纷繁 复杂 的 多 样 性 决定 了 每 个 人 基因 组 的 极端 个 性 , 人 类 基因 组 就 是 这 种 高 度 
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共性 和 极端 个 性 的 统一 体 。 我 们 关于 克隆 人 的 思考 或 思辨, 无 论 是 技术 层面 的 ， 
还 是 伦理 层面 的 ,都 必须 通过 尊重 每 一 个 携 有 独特 基因 组 的 社会 成 员 来 维护 人 类 
基因 组 的 完整 性 和 多 样 性 , 以 及 在 多 变 且 变 得 越 来 越 不 可 预测 的 环境 中 保持 某 种 
演化 的 潜在 能 力 ,并 由 此 来 确定 我 们 行为 的 伦理 准则 。 

“多 莉 羊 之 父 ”K. 坎 贝尔 博士 2002 年 10 月 来 上 海 讲演 时 说 :坚决 反对 克隆 
人 。 坚 决 反对 ! 提高 人 类 生活 质量 才 是 我 们 研究 动物 克隆 的 目的 。 ”我们 不 能 因 
为 科学 与 技术 研究 而 使 人 类 的 体质 、 精 神 或 是 人 格 受到 任何 损害 。 科 学 研究 和 技 
术 应 用 的 自由 度 必须 受制 于 科学 家 应 有 的 社会 责任 感 。 

伦理 思考 的 结论 是 , 必须 禁止 利用 克隆 技术 来 繁殖 人 类 , 同时 可 以 有 条 件 地 
开展 治疗 性 克隆 的 相关 研究 。 毫 无 疑问 ,我 们 应 重视 哺乳 动物 克隆 技术 的 潜在 科 
学 和 经 济 价值 , 在 繁育 良种 、 拯 救 濒危 珍稀 动物 、 建 立 药 用 蛋白 生物 反应 器 , 以 及 
构建 复杂 疾病 动物 模型 等 研究 中 积极 有 效 地 应 用 该 技术 。 

当然 , 除了 利用 克隆 技术 来 繁殖 人 类 之 外 , 哺乳 动物 的 克隆 技术 还 可 以 在 一 
定 的 伦理 规范 指导 下 用 于 人 类 某 些 疾病 的 治疗 。 即 将 一 个 成 体 细胞 的 细胞 核 移 
植 人 另 一 个 个 体 的 去 核 卵 细胞 中 , 在 实验 室 培 养 出 有 发 育 全 能 性 的 胚胎 干细胞 ， 
进而 获得 某 种 细胞 、 组 织 甚至 器 官 用 于 治疗 性 移植 。 这 里 不 存在 胚胎 的 子宫 植 
入 、 妊 娠 与 分 娩 , 所 以 不 是 一 项 生殖 技术 ,而 是 一 种 获得 与 供 体 细胞 核 的 个 体 在 基 
因 上 吻合 而 不 会 产生 免疫 学 上 排 异 反应 的 细胞 、 组 织 或 器 官 。 相 关 的 动物 实验 已 
经 在 多 个 实验 室 开 展 。 为 了 避免 与 生殖 性 克隆 相 混 清 , 大 多 数 科 学 家 和 医生 建议 
将 这 种 技术 称 为 医用 体 细 胞 核 移植 术 或 治疗 性 克隆 。 它 与 生殖 性 克隆 根本 的 区 
别 是 , 治疗 性 克隆 没有 改变 治疗 对 象 的 基因 组 结构 , 也 没有 改变 治疗 对 象 的 有 性 
生殖 方式 , 它 是 一 种 全 新 的 疾病 治疗 手段 。 

早 在 1938 年 , 施 佩 曼 (H. Spemann) 就 曾经 将 一 个 经 历 了 数 次 细胞 分 裂 的 蝶 
晨 受 精 卵 的 细胞 核 移植 至 一 个 刚刚 受精 但 已 经 去 了 核 的 蝶 晨 受精 卵 , 结果 竟然 产 
生 了 一 个 完整 的 蝶 颗 。 这 意味 着 即使 经 历 了 多 次 分 裂 的 胚胎 细胞 的 细胞 核 仍然 
保持 着 多 能 性 , 还 能 分 化 发 育成 为 成 年 动物 的 各 种 细胞 。 这 也 许 是 动物 组 织 的 细 
胞 有 可 能 通过 某 种 发 育 程序 的 逆向 改变 重新 成 为 胚胎 样 多 能 细胞 这 种 学 术 思想 
的 萌芽 。 

1952 年 , 布 里 奇 斯 和 金 (T J. King) K iE Ay BE EA He) a KO ht 
去 核 的 蛙 卵 细胞 。1962 年 格 登 利用 同样 的 技术 将 爪 蟾 (Xenroprs laevis ) 小 肠 上 皮 
细胞 核 移植 至 去 核 的 卵细胞 。 在 726 次 核 移 植 实验 中 , 最 终 产生 了 10 个 健康 的 、 
能 游泳 的 峰 昱 ,从 而 证 实 蛙 的 体 细胞 核 可 以 重 编程 为 类 似 受 精 卵 的 细胞 核 。2006 
年 , 山中 伸 弥 跨 出 了 关键 性 的 一 步 。 他 在 24 种 对 导致 胚胎 干细胞 发 育 全 能 性 至 
关 重 要 的 蛋白 质 中 筛选 出 4 种 对 胚胎 干细胞 生长 和 维持 发 育 多 能 性 必要 且 充 分 
的 转录 因子 , Bll Oct3/4 (octamer-binding transcription factor)、Sox2 (sex determing 
region Y box 2, XEK SRY ), KIf4 (kruppel like factor) 和 c-Myc, 然后 将 它们 合成 一 
组 装 和 人 逆 病 毒 载体 , 通过 转基因 技术 转 人 成 年 小 鼠 的 皮肤 成 纤维 细胞 , 成 功 地 将 
小 鼠 的 体 细 胞 转变 为 诱导 多 能 干细胞 (induced pluripotent stem cell, iPSC ) , 其 间 
并 未 涉及 受精 卵 或 胚胎 。 这 种 iPSC 具 有 分 化 成 为 成 年 小 鼠 各 种 类 型 细胞 的 潜 
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图 6-18 建立 诱导 干 
细胞 来 源 的 小 鼠 ( 改 自 


J. Rossant) 
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能 ,并 能 经 生殖 系 传递 (图 6-18)。 

2007 年 ,他 又 将 同样 的 4 种 转录 因子 成 功 地 将 人 体 皮肤 成 纤维 细胞 转变 为 诱 
导 多 能 干细胞 ,这些 细胞 在 形态 发 育 多 能 性 、 细 胞 表面 抗原 基因 表 达 、 多 能 细胞 
特异 性 基因 的 表 观 遗传 学 状态 , 以 及 端 粒 酶 活性 等 方面 和 人 类 胚胎 干细胞 都 是 相 
似 的 。 山 中 伸 弥 还 进一步 证 实 , 这 些 iPSC 能 在 畸 胎 瘤 或 体外 条 件 下 分 化 成 所 有 
三 个 胚层 的 细胞 。 这 是 从 格 登 等 工作 以 来 体 细 胞 核 转移 研究 最 具 革 命 性 的 突破 ， 
在 基础 研究 、 临床 研究 , 特别 是 再 生 医 学 (regenerative therapies) 和 新 药 开 发 等 领 
域 有 着 不 可 估量 的 价值 。 训 无 疑问 , 这 项 成 果 得 益 于 40 多 年 来 DNA 重组 技术 和 
哺乳 动物 体 细 胞 遗传 分 析 技 术 的 莲 勃 发 展 。 格 登 和 山中 伸 弥 还 因此 获得 了 2012 
年 的 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 。 

不 同 发 育 阶段 的 细胞 具有 不 同 的 发 育 潜 能 , 其 分 布 可 展示 为 细胞 的 发 育 洪 
能 金字 塔 , 如 图 6-19 所 示 。 桑 莫 期 细胞 能 发 育成 所 有 的 细胞 类 型 , 是 发 育 全 能 细 
胞 。 胚 胎 干细胞 和 诱导 多 能 干细胞 发 育 潜能 稍 低 , 不 能 分 化 为 胚 盘 细胞 。 组 织 层 
面 干细胞 只 能 发 育成 特定 组 织 的 细胞 , 如 造血 干细胞 能 发 育成 多 种 血液 细胞 。 最 
下 层 的 干细胞 的 发 育 潜能 更 为 有 限 。 

无 论 人 体 的 内 部 或 外 部 受到 损伤 , 身体 都 会 激活 受伤 区 域 的 驻 留 干 细胞 
(resident stem cell), 同时 将 骨髓 干 细胞 招募 至 血液 再 运送 到 受伤 的 部 位 启动 修 
复 过 程 , 并 表达 调 低 炎 症 反 应 的 蛋白 质 和 其 他 一 些 刺激 新 的 细胞 生长 的 蛋白 质 ， 
进而 招募 新 的 生长 因子 ,然后 把 自身 分 化 、 演 变 成 为 与 受到 伤害 的 细胞 一 样 的 
细胞 。 骨 骨 不 仅仅 是 造血 干细胞 (hematopoietic stem cell, HSC)、 间 充 质 干细胞 
(mesenchymal stem cell, MSC) 和 内 皮 干 细胞 (endothelial stem cell, ESC) 的 丰富 
来 源 , 也 是 血小板 衍生 因子 (platelet derived growth factor, PDGF ) 、 碱 性 成 纤维 细 
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诱导 多 能 干细胞 





授 系 干细胞 淋巴 祖 细 胞 


图 6-19 不 同 发 育 阶段 的 细胞 具有 不 同 的 发 育 潜能 ( 改 自 H.T. Lin) 


(a) 将 受精 卵 维持 至 桑 巷 期 或 圳 胚 期 , 获取 内 细胞 团 的 细胞 在 细胞 单 层 上 进行 体外 培养 , 并 
进行 胚胎 干细胞 建 株 ;(b) 细胞 发 育 潜能 金字 塔 , 桑 莫 胚 期 细胞 能 发 育成 所 有 的 细胞 类 型 , 是 发 
育 全 能 细胞 。 居 于 第 二 层 的 胚胎 干细胞 和 诱导 多 能 干细胞 能 发 育成 除了 胎盘 以 外 的 各 种 细胞 。 
居于 第 三 层 的 组 织 层面 干细胞 能 发 育成 特定 组 织 的 细胞 , 如 血液 干细胞 能 发 育成 多 种 血液 细 
胞 。 居 于 最 底层 的 发 育 潜能 受到 更 为 严格 的 限制 


胞 生长 因子 ( basic fibroblast growth factor, bFGF ) 和 血管 表皮 生长 因子 (vascular 
endothelial growth factor VEGF ) 等 多 种 生长 因子 , 以 及 体内 损伤 修复 所 需 营养 的 
来 源 。 

然而 , 当 机 体 因 某 种 病理 原因 而 阻 断 这 种 干细胞 修复 途径 , 可 能 造成 严重 后 
R, 甚至 危及 生命 , 而 诱导 多 能 干细胞 的 研究 则 为 再 生 医 学 提供 了 新 的 希望 。 图 
6-20 简 要 显示 了 应 用 源 自 患者 的 诱导 多 能 干细胞 的 产生 和 可 能 的 应 用 领域 。 非 
常 关 键 的 是 它 不 仅 规避 了 人 胚胎 干细胞 带 来 的 伦理 问题 , 还 杜绝 了 异体 干细胞 移 
植 可 能 带 来 的 免疫 排斥 。 

虽然 诱导 干细胞 存在 着 演变 为 癌 细 胞 的 潜在 可 能 性 , 至今 还 没有 涉及 诱导 干 
细胞 的 治疗 方案 通过 临床 试验 。 但 是 小 鼠 的 实验 性 治疗 途径 正在 为 诱导 干细胞 
进入 临床 应 用 创造 条 件 ( 图 6-21)。 

从 分 离 和 在 体外 条 件 培 养 哺 乳 动物 体 细胞 群体 开始 的 哺乳 动物 的 体 细胞 遗 
传 分 析 看 , 不 必 经 过 有 性 繁殖 和 世代 交替 过 程 , 就 能 直接 在 细胞 和 分 子 水 平 上 研 
究 和 分 析 哺 乳 动物 和 人 类 基因 组 的 结构 和 功能 。 而 通过 特定 转化 因子 组 合 转 入 
哺乳 动物 体 细胞 而 获得 的 诱导 多 能 干细胞 却 赋 予 体 细胞 重新 产生 整体 动物 的 可 
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借助 确认 的 重 编程 相关 
因子 激活 细胞 重 编程 


Oct3/4 


分 离 自 患者 的 
o 皮肤 成 纤维 细胞 
(或 其 他 体 细胞 ) 


fye 
SN 
光 o 由 
神经 元 细胞 血液 细胞 “人 细胞 治疗 

到 m @& 


(iPS 细 胞 ) 
肌肉 细胞 。 肝 细 胞 


图 6-20 源 自 患 者 的 诱导 多 能 干细胞 的 产生 及 其 在 病理 学 研究 与 临床 医学 、 药 学、 毒 理学 和 治 
疗 方面 的 应 用 ( 引 自 H.T. Lin) 











治疗 发 育 缺陷 
基因 /细胞 治疗 
| 药物 筛选 

毒 理 学 研究 





HOCH e 
贫血 症 的 小 鼠 jp 







收集 皮肤 细胞 


的 诱导 干细胞 








用 携带 Oci4、 Sox2, 
Kift, c~Myc3# ANI 
病毒 感染 诱导 干细胞 


图 6-21 利用 诱导 干细胞 治疗 遗传 性 疾病 的 示意 ( 引 自 H.T Lin) 


第 6 章 “哺乳 动物 体 细胞 遗传 分 析 


能 性 。20 世 纪 60 年 代 , 当 哺 乳 动物 的 体 细胞 遗传 分 析 刚 开始 时 , 我 们 对 哺乳 动物 
基因 的 结构 与 功能 知之 甚 少 , 而 今 我 们 已 经 具备 了 通过 诱导 多 能 干细胞 对 哺乳 动 
物 整个 基因 组 进行 工程 化 修饰 改造 的 能 力 。 哺 乳 动物 体 细胞 遗传 学 的 发 展 轨迹 
真 可 谓 是 我 们 始 料 不 及 的 。 大 多 数 自然 科学 家 和 工程 技术 专家 , 甚至 生物 学 家 ， 
在 很 长 一 段 时 期 内 很 少 考虑 与 自己 工作 相应 的 伦理 问题 。 然 而 ,科学 与 技术 发 展 
到 今天 ,已 经 渗透 到 我 们 生活 的 方方面面 , 我 们 不 得 不 严肃 地 思考 科学 与 技术 对 
社会 发 展 的 影响 , 对 人 与 人 之 间 关 系 的 影响 , 对 人 自身 的 社会 价值 甚至 对 生物 学 
意义 上 的 人 的 影响 。 
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第 7 章 ， 转 座 因 子 的 结构 和 功能 


经 典 遗传 学 告诉 我 们 每 个 基因 在 染色 体 上 都 有 一 个 固定 的 位 置 , 叫 作 该 基因 
的 座位 。 遗 传 学 的 这 个 基本 概念 在 20 世 纪 30 年 代 受 到 两 次 冲击 。 第 一 次 是 不 在 
染色 体 上 的 核 外 基因 的 发 现 。 现 已 知道 核 外 基因 是 一 些 能 独立 复制 ,并 能 独立 地 
表达 功能 , 或 和 核 基因 协调 表达 的 DNA 分 子 , 如 线粒体 。 第 二 次 冲击 是 所 谓 “ 跳 
跃 基因 ”的 发 现 , 这 些 基 因 在 染色 体 上 跑 来 跑 去 , 没有 固定 的 位 置 , 却 能 操纵 和 影 
响 其 他 基因 功能 的 表达 , 造成 基因 突变 和 染色 体 畸 变 。 跳 路 基因 的 这 种 奇特 的 能 
动 性 一 度 使 许多 遗传 学 家 感到 困惑 。 


§ 7.1 “跳跃 基因 ”的 发 现 


1938 年 , 罗 效 (M. Rhoades ) 在 研究 一 种 墨西哥 黑 玉米 时 , 偶然 在 一 穗 自 
花 授 粉 的 玉米 上 , 非常 惊讶 地 发 现 这 株 应 该 表现 出 单 色 玉米 粒 的 显 性 杂 合子 
后 代 竟 然 出 现 了 复杂 的 分 离 现 象 。 在 这 穗 玉 米 上 共有 三 种 玉米 粒 : 有 色 的 无 
色 的 和 花 斑 型 的 , 它们 之 间 的 比例 是 12 :1:3。 经 过 反复 分 析 罗 效 发 现 原先 的 
玉米 基因 组 中 有 两 个 互 不 连锁 的 基因 A4, 和 dt 同时 发 生 了 突变 。4| 是 一 系列 决 
定 玉米 粒 色素 基因 中 的 一 个 , 它 的 隐 性 等 位 基因 w' 在 纯 合 态 时 使 玉米 粒 不 带 
色素 而 成 为 无 色 玉 米粒 。 另 一 个 基因 dt 突变 为 显 性 等 位 基因 Di 时, 使 基因 型 
Haa 的 玉米 粒 出 现 了 花 斑 型 。 图 7-1 是 罗 效 解释 12:1:3 分 离 比 的 理论 假设 
示意 图 。 

不 久 , 罗 兹 进一步 发 现 带 有 Dt 基因 的 玉米 中 的 a 基因 很 容易 回复 成 4 , 回复 
频率 之 高 是 难以 用 通常 的 回复 突变 来 解释 的 。 他 用 一 种 特殊 的 玉米 品系 来 做 研 
究 , 这 种 品系 玉米 的 色素 基因 4, 或 a 能 aiar 
在 花药 或 叶片 上 表现 出 来 。 当 他 把 基因 A A dtd =A, a, Dt dt O 


型 为 aauDt 的 植株 上 带 有 色素 的 花药 中 | AART 
的 花粉 取出 来 ， 与 基因 型 为 Aiaidtdt 的 植 oe core }12/16 有 色 5 
株 杂交 , 证 实 取 自 有 色 花药 中 的 花粉 带 有 isan 3/6 


A Jk, HB aa, Dt_Z Ar LA Ae HERE 
性 状 的 原因 是 Dt 基因 的 存在 使 部 分 细胞 1/16 aa, dt dt 1/16 无 色 & 


图 7-1 罗 兹 对 玉米 
花 斑 型 出 现 的 形式 遗 
传 学 解释 ( 引 自 D.T 
Suzuki) 


皱 缩 ; wx: HELE AK CEE > 
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中 的 a 回复 为 41, 从 而 造成 有 色 细 胞 和 无 色 细 胞 互相 嵌 合 的 花 斑 型 玉米 粒 。al 是 
最 早 被 遗传 学 家 发 现 的 不 稳定 基因 , 它 回 复 为 4 的 频率 非常 之 高 。 然 而 , a 这 种 
不 稳定 性 的 高 频 回复 完全 依赖 于 一 个 不 连锁 的 基因 Di 的 存在 ,一 旦 Dt 消失 ,a 也 
就 稳定 了 。 那 么 Dt 是 通过 什么 方式 干预 a 的 表达 , 造成 w 不 稳定 的 呢 ? 对 此 , 罗 
兹 没 能 提出 令 人 信服 的 理论 解释 。 


§7.2 ”麦克 林 托 克 模 型 


20 世 纪 40 年 代 , 麦克 林 托 克 (B. McClintock) 在 取得 了 玉米 遗传 学 的 多 项 重 
大 研究 成 果 之 后 , 开始 深入 研究 一 个 类 似 于 ai-Dt 的 基因 调控 系统 。 她 发 现 玉米 
中 有 一 个 特殊 的 解 离 基因 Ds (dissociation), 它 的 表 型 使 它 所 在 位 置 发 生 染 色 体 
断裂 的 概率 大 大 增高 。 这 种 断裂 可 以 用 细胞 学 方法 ,也 可 以 用 遗传 学 方法 来 检测 
(图 7-2)。 她 还 发 现 Ds 的 作用 是 不 稳定 的 , 这 种 不 稳定 性 依赖 于 一 个 非 连锁 的 活 
化 基因 4c (activator) 的 存在 , 就 像 几 年 前 罗 效 在 黑 玉 米 中 发 现 的 w 基因 的 不 稳定 
依赖 于 Dt 的 存在 一 样 。 

麦克 林 托 克敏 锐 地 意识 到 ,4c 是 一 个 控制 另 一 个 基因 功能 表达 的 基因 ,是 一 种 
新 的 遗传 因子 类 型 。 她 试图 做 4c 的 定位 研究 。 但 是 , 她 很 快 发 现 要 定位 4c 是 徒劳 
的 ,因为 即使 在 同一 品系 的 玉米 中 , Ac 基因 在 不 同 植株 中 的 位 置 也 不 一 定 相 同 。 使 
麦克 林 托 克 更 为 意外 的 是 Ds 基因 也 会 在 一 条 染色 体 的 单 臂 上 跳跃 移动 , 不 断 改变 
它 谋 入 的 位 置 。 图 7-2 显示 了 一 个 可 在 遗传 学 图 上 找 出 Ds 基 因 位 置 的 实验 系统 。 

为 了 和 弄 清楚 Ds 基 因 的 作用 方式 ,麦克 林 托 克 做 了 一 个 杂交 实验 : 


CCDsDsAcAc’ (6) x ccDs*Ds*Ac*Ac* (g ) 


AF, C\c 分 别 代表 有 色 和 无 色 基 因 ; Ds 表示 不 带 Ds 因 子 ; 4c 表示 不 带 Ac 因 
子 。 杂 交 子 代 的 玉米 粒 颜色 与 预期 的 一 样 , 一 半 为 深 色 玉 米粒 , 一 半 为 深 色 底 上 
有 无 色 斑 的 玉米 粒 (图 7-3 )。 造 成 深 底 浅 斑 表 型 的 原因 是 在 Ds 4c 存 在 下 , 部 分 
C 会 因此 失 活 。 唯 一 的 例外 是 出 现 了 一 颗 呈 现 无 色 底细 斑 玉 米粒 , 麦克 林 托 克 假 
设 这 是 因为 Ds 基因 髋 入 了 C 基 因 , 玉 米粒 因 C 失 活 而 成 为 无 色 , 但 是 由 于 hc 的 存 







C Sh Wx Ds 
部 分 染色 体 丢 失 的 细胞 
c sh wr 呈现 隐 性 性 状 
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~i 
图 7-2 玉米 中 Ds 基 RAEE 未 丢失 桨 色 休 片段 的 细胞 
引起 染色 体 断 裂 的 a Ac 的 激活 使 染色 体 在 呈现 显 性 性 状 
检测 方法 ( 改 自 D.T Dea & Ds 位 点 发 生 断 列 有 色 饱 满 蜡 质 “~~~ 
Suzuki) = Sh 
A 
a ESS 


c: 胚乳 无 色 ; sh: 
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4 CCDsDsAcAc* x %ecDs* Ds*Ac* Ac* 


MMSR AE ____|! 出 现 一 颗 例外 的 玉米 粒 
CceDsDs* Ac* Ac* CcDsDs* Ac Ac* C"cDsDs* Ac Ac* 
@ S ars senna 
深 色 玉米 粒 深 底 浅 色 班 浅 色 底 深 色 细 斑 ”例外 玉米 粒 的 解释 


在 造成 该 无 色 性 状 的 不 稳定 ,所 以 用 C'(unstable C) RERA T Ds H CEA, 
C' 在 4c 存 在 时 ,能 以 较 高 的 频率 回复 到 C, 显 出 了 斑斑 色 点 。 为 了 证 实 这 个 假 
设 ,她 设计 了 一 个 实验 ,把 4c 基 因 排 出 CC 植株 的 基因 组 。 这 样 ,不 带 A4c 的 C' 玉 米 
的 无 色 性 状 确实 稳定 了 。 

上 面 的 叙述 说 明 Ds 基因 至 少 有 两 种 作用 : 在 它 出 现 的 位 置 引起 高 频 度 的 
染色 体 断 裂 ; D 插入 一 个 有 功能 的 基因 并 抑制 这 个 基因 功能 的 表达 。 同 时 , Ds 
的 作用 又 必须 受制 于 另 一 个 基因 4c 的 存在 。 用 现代 遗传 学 术语 来 讲 , 这 里 展开 
了 一 幅 功能 基因 、 抑 制 基因 和 调控 基因 之 间 错 综 复 杂 的 关系 图 。 图 7-4 画 出 了 玉 
米 中 Ds-Ac 调 控 系 统 中 各 种 基因 之 间 相 互 关系 的 某 些 特 点 ,也 展现 了 麦克 林 托 克 
学 术 思 想 中 最 富生 命 力 的 某 些 侧 面 。 

麦克 林 托 克 在 玉米 中 还 发 现 了 另外 一 些 类 似 Ds-Ac 那 样 的 调控 系统 , EC 
们 各 自 具有 特异 的 应 答 关 系 。 每 个 系统 都 有 一 个 被 调控 的 目标 基因 ,一 个 与 目 
标 基因 不 连锁 的 调节 基因 , 以 及 一 个 接受 调节 基因 的 指令 而 导致 目标 基因 不 稳 
定 失 活 态 的 受 体 基 因 。 受 体 基 因 和 调节 基因 合 起 来 , 就 是 麦克 林 托 克 控 制 因 子 
(controlling element)。 值 得 注意 的 是 受 体 因子 的 非 自 主 性 , 以 及 它 租 入 目标 基因 
的 不 稳定 性 都 是 以 调节 基因 的 存在 为 前 提 的 。 当 受 体 因子 和 调节 基因 同时 艇 人 
目标 基因 时 , 这 种 不 稳定 性 就 成 为 自主 的 了 。 我 们 可 以 把 这 类 系统 的 作用 模式 归 


C 基 因 功 能 正常 

ml ORE mde S 表达 玉米 粒 有 色 
Ds 抑制 C 表 达 

一 一 一 一 $ 4c 也 可 使 Ps 转 离 
pr 故 呈 现 斑点 







Ds 


C 功 能 恢复 c=m(Ds) Ac Etki Dsl 
Os: & “al Slee eae 导致 C 表 达 受 抑 
| Ds 插入 Sh 基因 玉米 粒 无 色 
Ds Ds 插入 导 
C 基 因 突变 mkd Ga ERESI 
-m s [=i 
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Ds 突变 后 失去 转 位 能 力 图 7-4 玉米 中 Ds-Ac 


E Dit -— ai OÒ SRAN 。 系统 的 作用 模式 ( 引 自 
玉米 粒 无 色 Sh-m(Ds*) EARLE MBAR I. H. Herskowitz ) 
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图 7-5 麦克 林 托 克 控 
制 因子 的 作用 模式 ( 引 
自 D.T Suzuki) 


调控 位 点 (如 d 
A 基因 (如 A,) 。 ”其 他 基因 
EUA) 一 十 一 一 一 一 一 一 十 二 一 一 上 -E 
自主 性 不 稳定 @ 
(如 a) (如 D1 
非 自主 性 不 稳定 —; 9 y —_ + 
(Va)) 
稳定 (如 a) 一 二 是 区 一 | 一 一 二 一 一 一 一 
回复 激活 |_4 
站 — q 
og E E @ 
不 稳定 突变 
插入 点 不 同 HE H 4 —— is 





另 一 个 
调控 位 点 一 | 4 i | -$ 


BE unra po ect rt) 





纳 为 图 7-5 的 样子 。 

麦克 林 托 克 和 她 同时 代 的 R. 埃 默 森 (R. A. Emerson) , 244 /R #4 (O.Nelson ) #1 
罗 效 等 以 玉米 为 材料 的 出 色 研 究 ,实际 上 已 经 揭 开 了 研究 高 等 真 核 生物 遗传 调控 
和 基因 功能 表达 的 序幕 。 虽 然 麦 克 林 托 克 提 出 的 调控 模型 是 以 经 典 遗 传 学 的 术 
语 来 闻 述 的 ,但 它 所 包含 的 那 种 深 窒 卓越 的 科学 思想 一 旦 与 分 子 遗 传 学 的 理论 和 
实验 技术 相 结合 , 就 会 放射 出 令 人 炫目 的 光彩 。1983 年 ,麦克 林 托 克 以 81 岁 高 龄 
荣获 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 。 

这 里 我 们 简略 地 回顾 一 下 这 位 科学 家 的 研究 生涯 , 或 许 会 从 中 得 到 一 些 
启发 。1902 年 6 月 16 日 ,麦克 林 托 克 生 于 美国 康涅狄格 州 的 首府 哈 特 福 德 
(Hartford)。 她 在 康 奈 尔 大 学 读书 时 , 就 被 当时 还 处 于 幼年 但 充满 希望 的 遗传 学 
所 吸引 , 毕业 后 就 加 入 了 这 所 大 学 里 以 R. 埃 默 森 为 首 的 玉米 遗传 育种 研究 工作 。 
康 奈 尔 大 学 的 玉米 遗传 学 派 与 哥伦比亚 大 学 的 果 蝇 学 派 是 当时 并 立 的 两 大 遗传 
学 研究 中 心 。 由 于 玉米 在 国民 经 济 中 的 重要 地 位 , 美国 政府 对 康 奈 尔 学 派 的 支持 
是 非常 有 力 的 , 他 们 的 工作 蒸蒸日上 富有 成 果 。 年 轻 的 麦克 林 托 克 在 玉米 遗传 
学 中 的 第 一 个 贡献 是 发 现 减 数 分 裂 前 期 的 玉米 染色 体 比 高 度 浓缩 的 中 期 染色 体 
具有 更 多 的 形态 特征 , 她 证 实在 这 个 时 期 玉米 的 10 对 染色 体 是 可 以 一 一 加 以 识 
别 的 , 而 当时 的 遗传 学 家 几乎 都 只 研究 中 期 染色 体 。 以 后 , 麦克 林 托 克 把 相 类 似 
的 方法 用 来 研究 链 孢 霉 的 染色 体 , 并 把 细胞 学 图 和 遗传 学 图 联系 起 来 研究 基因 定 
位 。1931 年 ,29 岁 的 麦克 林 托 克 用 遗传 学 方法 构筑 了 第 一 批 三 体 玉米 (2n+1), 这 
些 品系 的 玉米 中 的 每 一 个 品系 都 是 特定 的 染色 体 三 体 , 这 项 成 果 大 大 推进 了 玉米 
的 遗传 育种 研究 。 同 年 , 她 又 和 克 赖 顿 (H. B. Creighton ) 一 起 , 在 玉米 中 提出 了 细 
胞 学 上 的 染色 体 交 叉 与 遗传 学 上 的 基因 交换 之 间 存 在 平行 关系 的 实验 证 据 。 在 
这 个 时 期 , 她 取得 的 另 一 项 重大 成 果 是 在 玉米 染色 体 的 特定 区 段 发 现 了 核 仁 形成 
区 ,并 指出 核 仁 形成 区 内 部 存在 功能 不 同 的 亚 区 。 麦 克 林 托 克 在 加 入 了 R. 埃 默 森 研究 
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团队 的 短 短 6 年 中 , 完成 了 整个 研究 室 在 玉米 遗传 学 研究 中 所 取得 的 17 项 重大 成 
果 中 的 9 项 。 

1938 年 , 罗 效 发 现 了 玉米 中 的 ai-Dt 系 统 ,麦克 林 托 克 大 大 拓展 了 这 方面 的 
研究 工作 。 她 是 从 不 稳定 的 环 状 染 色 体 研究 开始 的 , 她 发 现 环 状 染 色 体 是 染色 
体 断 裂 后 再 愈合 的 产物 , 这 表明 断裂 的 染色 体 是 可 以 愈合 的 。 不 入 ;她 又 发 现 
了 双 着 丝 粒 染色 体 和 分 裂 细 胞 中 的 染色 体 桥 , 在 分 裂 后 期 染色 体 桥 又 因 两 个 着 
丝 粒 分 别 走向 两 极 而 断裂 , 断 端的 染色 体 片段 在 复制 后 又 形成 新 的 环 。 这 种 现 
象 就 是 她 命名 的 裂 - 融 - 桥 周 期 (breakage-fusion-bridge cycle), 这 种 周期 在 玉米 
胚乳 中 不 停 地 进行 。 她 预期 染色 体 的 反复 畸变 会 造成 缺失 突变 , 正 是 在 研究 断 
裂 和 突变 的 关系 中 ,麦克 林 托 克 发 现 了 Ds-Ac 系统。1951 年 , 她 在 冷泉 港 生物 
学 专题 学 术 会 议 上 正式 报告 了 关于 “跳跃 基因 ”的 调控 理论 。 此 后 , 她 又 发 现 
了 多 个 类 似 Ds-Ac 的 系统 。 不 少 人 认为 在 细菌 的 转 座 因子 发 现 以 前 , 麦克 林 托 
克 的 工作 受到 了 忽视 和 否定 , 这 不 一 定 是 真实 的 。 除 了 麦克 林 托 克之 外 , 当时 
以 布 林 克 (R. A. Brink)、 尼 兰 (R. A. Nilan) 和 诺 伊 弗 (M. G. Neuffer ) 等 为 代表 
的 一 批 植 物 遗 传 学 家 , 在 发 展 罗 效 和 麦克 林 托 克 的 工作 方面 都 取得 了 很 好 的 成 
绩 。 实 际 上 在 沃 森 = 克 里 克 模 型 发 表 之 后 , 绝 大 多 数 遗 传 学 家 都 卷 人 了 研究 分 
子 生物 学 的 新 潮流 , 上 且 大 多 采用 大 肠 杆菌 和 病毒 为 实验 材料 。 另 外 , 研究 转 座 
作用 的 分 子 遗 传 学 技术 当时 尚未 确立 , 而 细胞 遗传 学 技术 又 难以 深入 这 方面 的 
研究 。 尽 管 如 此 , 麦克 林 托 克 早 在 1956 年 就 明确 提出 了 基因 的 结构 因素 和 调控 
因素 的 区 别 , 这 比 雅 各 布 和 莫 诺 提出 操纵 子 模型 要 早 5~6 年 。 使 这 位 女 科 学 家 
感到 欣慰 的 是 “转移 性 调控 因子 ”的 概念 ,已 经 在 许多 生物 类 型 中 得 到 了 证 实 ， 
其 中 包括 哺乳 动物 细胞 中 道 病毒 的 长 未 端 重复 序列 (LTR ) 激活 癌 基 因 这 样 精 
彩 的 例子 ( 详 见 本 章 8 7.3 节 )。 

回顾 麦克 林 托 克 60 多 年 来 取得 的 丰硕 成 果 , 我 们 可 以 明显 地 看 到 她 每 一 
个 成 果 之 间 有 一 种 必然 的 内 在 联系 , 她 的 每 一 个 成 就 看 来 都 是 前 一 个 成 果 符 
合 逻 辑 的 发 展 。 这 充分 反映 了 她 对 科学 事业 的 忠诚 、 孜 孜 不 倦 、 萄 诡 业 业 、 刻 
苦 求实 的 精神 和 品格 。 她 抓 住 了 一 个 又 一 个 很 可 能 从 别人 眼前 和 手中 滑 过 的 
细小 的 异常 现象 , 通过 创造 性 的 科学 思考 不 断 引入 非 传统 的 观点 , 孕育 出 新 的 
革命 性 的 学 术 思 想 。 她 不 说 过 头 的 话 , 每 一 篇 文章 只 谈 及 实验 所 达到 的 理解 
程度 。 她 不 盲从 他 人 也 决 不 自负 , 她 总 是 不 断 吸收 新 的 思想 来 充实 自己 的 研 
究 工 作 。 有 人 也 许 会 想 她 的 成 就 是 否 与 她 选择 玉米 作为 研究 材料 有 关 , 其 实 
她 成 功 的 决定 因素 无 疑 是 她 那 敏锐 的 观察 分 析 能 力 和 忽而 不 舍 、 埋 头 苦 干 几 
十 年 的 功夫 。 


8$87.3 原核 生物 中 的 转 座 因子 


罗 效 、 麦 克 林 托 克 、R. 埃 默 森 和 纳尔逊 等 在 玉米 中 的 发 现 , 很 快 在 多 种 生物 类 
型 中 得 到 证 实 , 人 们 为 这 些 能 从 基因 组 的 一 个 位 置 运动 到 另 一 个 位 置 上 去 的 遗传 因 
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子 起 了 一 些 很 形象 的 名 字 , 如 控制 因子 (controlling element), 跳跃 基因 (jumping 
gene) 能 动因 子 (mobile gene) 流浪 基因 (roving gene)、 转 座 子 (transposon ) 等 。 这 些 
名 字 从 不 同 角度 反映 了 这 种 遗传 因子 的 特点 , 其 中 比较 准确 又 为 多 数 遗 传 学 家 接受 
的 名 称 是 转 座 因子 (transposable element)。 在 原核 生物 中 具有 某 种 特定 结构 和 功能 
的 转 座 因子 又 称 为 转 座 子 。 

转 座 因子 在 跳跃 移动 中 钝 化 目标 基因 , 阻 断 或 抑制 目标 基因 的 表达 , 有 时 还 
累及 邻近 的 基因 ,我 们 可 以 通过 多 种 途径 来 发 现 它们 的 存在 并 研究 它们 的 行为 。 
科学 家 们 已 在 哈 菌 体 、 动 物 病毒 细菌、 真菌 、 昆 忠和 高 等 植物 中 证 实 了 转 座 因子 
的 存在 ,在 哺乳 动物 和 人 类 基因 组 中 也 发 现 了 具有 转 座 因子 特征 的 结构 。 在 分 子 
水 平 上 了解 得 最 清楚 的 是 细菌 和 哈 菌 体 中 的 转 座 因子 。 对 原核 生物 转 座 因子 的 
研究 使 我 们 有 可 能 提出 一 个 转 座 因 子 作用 的 分 子 模型 。 本 节 将 讨论 四 类 不 同 的 
转 座 因子 。 


7.3.1 插入 序列 

插入 序列 (insertion sequence, IS) 最 先是 在 大 肠 杆 菌 的 半 乳 糖 操纵 子 
(gal) 中 发 现 的 。 半 乳糖 操纵 子 是 编码 与 乳糖 代谢 有 关 的 几 种 酶 的 基因 集合 ， 
它 包 括 紧密 连锁 的 结构 基因 E( 编 码 透 性 酶 )、T( 编 码 转移 酶 ) 和 K( 编 码 激 
酶 ), 以 及 一 个 正 向 控制 的 操纵 基因 O。 起 初 有 人 发 现 了 一 种 很 特别 的 半 乳 糖 
激酶 缺陷 型 细菌 , 这 种 突变 型 细菌 发 生 突变 的 位 置 , 可 以 在 半 乳 糖 操 纵 子 的 任 
何 部 位 , 时 而 在 编码 激酶 的 基因 内 ,时 而 又 在 男 外 两 个 结构 基因 内 , 甚至 还 可 
位 于 操纵 基因 内 。 遗 传 分 析 表 明 半 乳糖 操纵 子 中 的 基因 次 序 为 : 5'-O-E-T- 
K-3'。 实 验 结果 证 实在 突变 型 细菌 的 半 乳 糖 操纵 子 中 所 有 处 于 “突变 点 ”的 
转录 下 游 的 结构 基因 都 会 因 突变 而 丧失 功能 , 故 这 种 突变 被 称 为 极 性 突变 。 
这 类 突变 有 两 点 值得 注意 : O 所 有 这 类 突变 都 能 回复 到 野生 型 ,所 以 不 可 能 
是 缺失 突变 ; @ 这 类 突变 向 野生 型 的 回复 概率 不 会 因 任何 诱 变 剂 的 处 理 而 增 
加 , 所 以 它 既 不 是 碱 基 蔡 代 突 变 , 也 不 是 移 码 突变 。 那 么 ,一 个 突变 既 不 是 点 
突变 又 不 是 缺失 突变 , 它 又 能 是 什么 性 质 的 突变 呢 ? 让 我 们 用 分 子 遗 传 学 的 
方法 来 分 析 一 下 。 

用 符号 ga1" 代 表 半 乳糖 操纵 子 中 的 这 个 突变 , 用 哈 菌 体 和 做 溶 原 性 转 导 , 分 
离 得 到 这 个 极 性 突变 的 DNA 片段 ,用 Adgal1”" 表 示 。 然 后 ,在 含 放射 性 元 素 的 无 细 
胞 合成 系统 中 ,转录 出 具有 放射 活性 的 Xdgal”mRNA 片段 。 分 子 杂 交 实 验 表 明 ， 
这 段 放 射 性 mRNA 的 其 中 一 段 核 苷 酸 序 列 能 和 极 性 突变 型 细菌 的 DNA 形 成 双 
链 , 但 是 它 不 能 和 野生 型 细菌 的 DNA 的 相应 片段 杂 合 。 这 说 明 突 变型 的 半 乳 糖 
操纵 子 中 有 一 段 额 外 的 、 在 野生 型 半 乳 糖 操纵 子 中 没有 的 DNA 序 列 。 进 一 步 的 
RRI Adgal” mRNA 还 能 和 多 种 极 性 突变 型 细菌 的 半 乳 糖 操纵 子 段 DNA 杂 
合 , 只 是 形成 杂交 分 子 段 的 位 置 不 相同 ,也 就 是 说 同样 结构 的 DNA 序 列 插入 了 半 
乳糖 操纵 子 不 同位 置 。 如 果 将 来 自 极 性 突变 菌 的 44gal1" 和 来 自 野 生 型 菌 的 4dgar 
的 DNA 双 链 分 别 热 变性 后 ,再 放 在 一 起 复 性 ,就 可 以 在 电子 显微镜 照片 中 看 到 两 
FFG MAN Adgal”/Adgal’ 杂 合 分 子 ( 图 7-6a), 从 照片 中 可 以 看 到 杂 合 分 子 的 某 个 
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图 7-6 (a) ANdga/*/dgal 杂 合 双 链 DNA 分 子 电 镜 照 片 , 箭头 所 示 的 单 链 环 是 插入 半 乳 糖 操 
纵 子 区 的 1S1A; (b) 利用 超 离心 分 离 因 带 有 dga/" 或 dga/ 两 种 不 同 基 因而 呈现 不 同 密度 的 入 鸣 
菌 体 DNA 的 实验 过 程 示意 图 ( 改 自 A. Ahmed fil D. Scxaba) 


部 位 ,有 一 小 段 突出 的 单 链 侧 环 , 这 就 是 Xdgal" 存 在 着 一 个 额外 片段 的 又 一 证 据 。 
如 果 在 制作 电镜 样本 时 ,加 入 一 个 标 出 分 子 长 度 的 标志 分 子 , 就 可 以 量 出 这 段 插 
入 半 乳 糖 操 纵 子 的 DNA 片段 的 长 度 约 为 800 个 核 背 酸 对 , 现在 已 精确 测定 其 长 
FED 768 MAHER 

归纳 起 来 ,大肠 杆菌 半 乳 糖 操 纵 子 的 极 性 突变 实际 上 是 在 操纵 子 的 某 一 位 
置 插入 了 一 段 额外 的 长 度 为 768 bp 的 DNA 片 段 , 这 种 插入 序列 的 嵌入 不 但 使 它 
所 插 谋 的 目标 基因 失 活 , 也 影响 插入 位 点 转录 下 游 的 各 个 结构 基因 的 表达 。 现 已 
发 现 的 这 类 插入 序列 至 少 有 7 种 , 长 度 都 在 1 000 bp 左右 。 如 IS1: 768 bp; IS2: 
1 327 bp; IS4: 1 428 bp; ISS: 1 195 bp; IS903: 1 057 bp. 

还 有 一 个 问题 是 插入 序列 插入 目标 基因 的 方向 问题 。DNA 双 链 分 子 的 两 条 
链 上 的 碱 基 是 互补 但 不 是 一 样 的 。 如 果 让 一 个 DNA 双 链 分 子 解 链 变性 然后 超速 
分 离 , 就 可 以 把 两 条 互补 链 分 开 , 根据 它们 的 比重 不 同 , 可 将 两 条 链 分 为 重 链 和 轻 
链 。 退火 复 性 时 , 只 有 重 链 和 轻 链 相 互 形成 互补 双 链 , 而 两 条 重 链 或 两 条 轻 链 因 
碱 基 序 列 相 同 而 不 能 形成 互补 的 双 链 分 子 。 然 而 , 当 我 们 把 不 同 的 极 性 突变 菌 的 
Adgal" 的 两 条 重 链 或 两 条 轻 链 退 火 
后 混合 复 性 , 就 会 在 电镜 照片 上 发 
现 一 种 形状 奇特 的 杂 合 分 子 , CA 
一 小 段 双 链 区 , 还 拖 着 四 条 单 链 尾 
巴 ( 图 7-7), 这 表明 这 两 个 极 性 突 
变 菌株 的 IS1 插 入 方向 是 相反 的 。 

我 们 还 可 以 把 不 同 的 IS DNA 
分 离 出 来 ,制备 成 放射 性 标记 的 探 
针 , 用 来 探测 大 肠 杆菌 的 环 状 染色 
体 。 这 样 就 会 发 现 野生 型 细菌 的 





图 7-7 两 个 IS1 插 入 
Ze 3 AY dgal”/dgal* 
DNA 杂 合 分 子 电 镜 照 片 
摹 写 图 al .bb .GO 是 
图 @ 的 解释 。H 和 上 L 分 
别 表 示 杂 交 分 子 的 两 条 
方向 不 同 的 互补 链 , a 和 
B 分 别 表示 IS1 的 两 端 
( 引 自 A.J. Griffiths) 
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图 7-8 插入 序列 IS1 
端 部 的 反 向 重复 序列 
( 改 自 H. Ohtsubo ) 


BA: 探究 .思辨 与 创新 


”A 
G T 
"E 8 
1 19 A T A a 
i G G c IT ar 
5) GGT ATGCT CCAACTTATGAT GTGTTT TTG 


3° CCA TAC GAGGTTGAATACTA CACAAAA AC 
o T T A T T Cas 
768 768 4 740 Si 
750 


DNA 分 子 上 原来 也 有 8 个 IS 序 列 , 其 中 5 个 是 IS2 序 列 , 另外 3 个 是 其 他 插入 序 
列 。 在 F 质 粒 、R 质 粒 的 环 状 DNA 上 也 有 不 同 数量 的 插入 序列 。 所 以 ,我们 在 不 
同 的 IS 突 变 菌 中 , 发 现 插 和 人 序列 出 现 于 同一 基因 的 不 同 部 位 或 者 不 同 的 基因 ,说 
明 IS 的 确 是 会 跳跃 转移 ,并 且 具 有 在 寄主 细胞 基因 组 的 不 同位 置 插入 DNA 分 子 
的 能 动因 子 。 

不 同 的 插入 序列 结构 不 同 , 功 能 也 不 完全 一 样 。 例 如 ,IS2 比 IS1 长 559 bp, A 
者 的 生物 学 功能 也 不 尽 相 同 。 前 面 曾 提 及 IS1 插 入 大 肠 杆菌 基因 组 的 方向 可 以 
是 相反 的 ,作用 却 都 是 抑制 目标 基因 功能 的 表达 。IS2 插 入 寄主 细胞 基因 组 的 方 
向 也 可 以 是 相反 的 ,但 插入 方向 不 同 的 IS2 作 用 是 不 完全 一 样 的 , 它 会 因 插 入 方 
向 的 不 同 , 抑制 或 促进 目标 基因 及 其 邻近 基因 的 表达 。 有 人 曾 测定 过 在 抑制 或 者 
促进 基因 表达 的 情况 下 , 目标 基因 及 其 邻近 基因 的 mRNA 和 和 蛋白 产物 确实 发 生 
了 变化 。 这 就 暗喻 IS2 很 可 能 隐 含 了 一 段 与 调节 RNA 聚 合 酶 功能 有 关联 的 特定 
序列 , SFO, 当 IS2 以 顺 方向 插入 时 起 促进 子 或 启动 子 的 作用 , 以 反方 向 插入 时 起 
某 种 终止 信号 序列 的 作用 。 

关于 插入 序列 还 有 一 点 要 说 明 的 是 ,DNA 片段 的 迁徙 转移 和 所 有 的 生 
命 活 动 一 样 是 一 个 酶 促 反 应 。 研 究 表明 , 一些 DNA 重 组 缺陷 突变 型 细胞 
(recA ,recB , recC 等 ) 仍 有 IS 插 入 突变 发 生 。 所 以 ,有 理由 认为 催化 IS 插 
人 的 重组 酶 系 和 同 源 DNA 的 重组 酶 系 是 不 尽 相 同 的 。 对 插入 序列 的 核 背 
酸 序列 分 析 表 明 , 每 个 插入 序列 的 两 端 都 有 反 向 重复 序列 (inverted repeat 
sequences, IR) ,这 无 疑 是 IS 插 入 或 脱离 寄主 细胞 基因 组 的 重要 结构 基础 之 一 
(图 7-8)。 

毫 无 疑问 我 们 对 插入 序列 的 认识 还 有 待 于 深入 ,但 是 我 们 可 以 认为 所 谓 的 IS 
突变 , 很 可 能 是 IS 由 于 某 种 原因 插 进 了 某 个 在 正常 情况 下 不 该 插入 的 位 置 而 造 
成 的 异常 结果 。 而 正 是 自然 界 的 这 种 “异常 ”为 我 们 打开 了 一 条 认识 IS 的 小 路 ， 
使 我 们 有 可 能 借 此 来 认识 正常 情况 下 IS 的 功能 和 它 的 生物 学 意义 。 我 们 还 将 结 
合 转 座 子 来 深入 讨论 插入 序列 的 作用 。 


7.3.2 ” 转 座 子 和 质粒 
20 世 纪 50 年 代 , 在 日 本 的 医院 里 发 生 了 一 次 不 同 寻 常 的 痢疾 流行 , WB 
者 身上 分 离 到 的 志 贺 痢疾 菌 (Shigella dsenteriae) 竟 然 能 同时 具备 对 青霉素 、 
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四 环 素 、 链 霉 素 、 氧 霉 素 和 对 氨基 茶 磺 酰胺 等 多 种 抗生素 的 抗 药 性 。 还 发 现 所 
有 的 抗 药 基因 以 一 个 抗 性 基因 集团 的 形式 传递 , 纵向 可 传递 给 子 裔 细菌 , 横向 
可 以 传递 给 其 他 对 药物 敏感 的 志 贺 痢疾 菌 , 甚至 还 可 以 传递 给 别 的 细菌 种 群 。 
这 种 具有 多 重 抗 药性 的 病原 菌 给 患者 带 来 了 极 大 的 痛苦 , 给 医生 带 来 了 极 大 的 
困惑 。 

这 种 现象 很 快 引起 了 遗传 学 家 的 注意 ,他 们 发 现 这 个 抗 性 基因 集团 的 行为 与 
细菌 中 的 性 因子 F 十 分 相像 , 也 是 一 个 能 独立 复制 的 环 状 DNA 分 子 ,定名 为 R 质 
粒 。 在 证 实 R 质 粒 存 在 之 后 , 就 会 很 自然 地 提出 几 个 问题 : © 这 些 质 粒 的 作用 模 
式 是 怎样 的 ? @ 质粒 怎样 获得 新 的 遗传 特征 ? @ 质粒 怎样 携带 抗 性 基因 在 细菌 
之 间 转 移 ? 

如 果 把 了 质粒 的 环 状 DNA 双 链 分 子 分 离 出 来 ,加 温 变性 后 慢 慢 冷却 退火 ,在 
电镜 下 可 以 看 到 有 些 复 性 后 的 质粒 不 呈现 典型 的 环 状 而 是 特殊 的 哑铃 状 , 只 是 两 
个 球 不 一 般 大 (图 7-9)。 图 中 环 状 部 分 是 单 链 DNA, 而 连接 两 个 单 链 环 的 是 一 个 
双 链 的 “ 柄 ”, 它 由 两 个 反 向 重复 序列 所 形成 , 研究 表明 这 是 一 对 插入 方向 相反 的 
IS1。 整 个 R 质 粒 似 乎 就 是 两 个 IS1 中间 夹 了 一 个 抗 性 基因 (图 7-10), 例如 携带 卡 
那 霉 素 抗 性 基因 的 是 一 对 IS1 , 携带 四 环 素 
抗 性 基因 的 是 一 对 IS3。 携 带 质粒 中 的 一 
个 或 几 个 功能 基因 与 一 对 反问 重 复 序列 ， 
构成 一 个 能 独立 转移 的 遗传 因子 叫 作 转 座 
子 (transposon, Tn)。 而 质粒 中 除了 Tn 之 
外 的 部 分 是 与 抗 性 基因 转移 相关 的 功能 
基因 ,所 以 称 为 抗 性 转移 功能 区 (RTF X, 
resistance transfer function region)( 图 7-11 )。 
RIF 区 使 质粒 能 在 细菌 间 的 交接 中 , 从 一 


(a) 转 座 子 
see tan e 


图 7-9 质粒 DNA 变 性 
后 重新 冷却 复 性 后 形成 
的 哑铃 状 结构 的 电镜 照 
片 ( 引 自 S.N. Cohen ) 





(b) 


IR=2xIS 


67-10 ” 转 座 子 结构 示意 
(a) 变性 前 , 转 座 子 的 双 链 DNA 中 有 一 对 反 向 插入 的 IS;(b) SHES, 反 向 插入 的 IS 使 单 链 
环 状 DNA 发 生 内 部 杂 合 ,两 个 IS 成 为 一 对 反 向 重复 序列 ,彼此 形成 双 链 , 转 座 子 上 的 功能 基因 
(如 抗 性 基因 ) 成 为 单 链 的 环 
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个 细菌 转移 到 男 一 个 细菌 中 去 。 一 个 Tn 是 一 个 独 
立 的 转移 单位 , 它 能 从 一 个 质粒 跳跃 到 另 一 个 质粒 
上 去 ,也 可 以 从 质粒 跳跃 到 细菌 的 基因 组 上 去 。 下 
面 我 们 来 分 析 一 个 转 座 子 跳 牙 转移 的 实际 例子 。 

I$ 假设 转 座 子 Tn3 BA AE PG HE EA Ap", 
位 于 大 肠 杆菌 的 质粒 R64-1 上 。 令 Tn3 转 移 到 另 


RTF 区 Th 一 个 质粒 RSF1010 上 去 ,RSF1010 也 有 一 个 转 座 子 


Tn4, 携 有 磺胺 的 抗 药 性 基因 SA (相应 的 敏感 基因 
J Su”) 和 链 霉 素 抗 药性 基因 Sm” (相应 的 敏感 基因 
为 Sm*)。 整 个 反应 可 用 下 式 表示 : 


7-11 质粒 和 插入 了 转 座 子 的 质粒 


R64-1 (Ap*/Tn3 )—> RSF1010 ( Su“Sm*/Tn4 ) 


操作 时 , 先 把 R64-1 的 DNA 分 离 纯化 , 同时 用 氧化 钙 处 理 携 有 RSF1010 质 粒 的 
寄主 细菌 , 以 增加 受 体 细胞 摄取 外 源 DNA 的 能 力 。 再 把 R64-1 的 DNA 作 为 转化 
DNA, 加 入 含有 RSF1010 质 粒 的 细菌 的 培养 基 中 。 经 过 适当 的 培养 后 , aA 
西林 的 培养 基 上 选择 转化 细胞 , 并 分 析 带 有 4Ap" 基 因 的 杂 合 质粒 的 抗 药性 性 状 。 
结果 发 现 了 下 列 四 种 不 同 的 情况 : 


Ap*Su®Sm® = Ap*Su®Sm*® Ap'Su'Sm" Ap"Su’Sm’ 


怎样 解释 这 个 结果 呢 ? SERA Ap Su" Sm" 的 转化 细胞 来 讲 , Ap"/Tn3 可 能 插入 
了 受 体质 粒 的 环 状 DNA, 但 没有 影响 Tn4 上 Sw* 和 Sm 这 两 个 抗 性 基因 的 表达 , 其 
余 三 种 表 型 的 出 现 , 则 表明 擒 有 Ap" 基 因 的 Tn3 插 入 Tn4 的 不 同位 置 , 造成 了 Sw 或 
Sm 基因 失 活 , 甚 至 造成 受 体质 粒 RSF1010 上 的 两 个 抗 性 基因 同时 失 活 。 

使 用 类 似 的 方法 ,我 们 可 以 改造 和 构筑 新 的 质粒 ,也 可 以 把 Tn 转移 到 细菌 的 染 
色 体 上 去 。 可 以 设想 这 种 嵌入 细菌 染色 体 的 转 座 子 是 不 稳定 的 , 在 某 种 条 件 下 又 会 
游离 出 来 。 在 这 里 我 们 看 到 一 对 插入 序列 就 像 是 重新 组 合 非 同 源 DNA 的 一 种 “ 遗 
传 学 按 扣 ”, 它们 携带 了 一 小 段 DNA, 组 成 了 一 个 转 座 子 , 在 一 个 DNA 分 子 的 不 同 
部 位 , 或 不 同 的 DNA 分 子 之 间 跳 路 转移 ,执行 着 一 种 或 多 种 我 们 至 今 还 不 其 清楚 的 
功能 。 只 有 当 它 们 的 活动 “出轨 ” ,造成 细胞 功能 “异常 ”时 , 才 会 被 我 们 发 现 。 

转 座 子 所 特有 的 高 度 能 动 性 的 结构 基础 是 什么 ? DNA 分 子 的 电镜 观察 和 核 
苷 酸 序列 分 析 表 明 , 所 有 的 转 座 子 两 端的 核 背 酸 序列 都 是 反 向 重复 的 , 称 为 反 向 
重复 序列 (inverted repeat sequence, IR)。 比 如 , Tn3 的 两 端 有 一 对 长 度 为 38 bp 的 
IR, 而 接受 转 座 子 的 目标 基因 的 插入 区 也 有 5~9 bp ZA BAY IR, XE IRAE Tn iA 
前 并 不 重复 ,只 是 在 和 Tn 插入 相伴 的 DNA 复 制 过 程 中 才 合 成 了 另 一 个 拷贝 。 图 
7-12 显 示 了 目标 基因 中 的 信和 Tn 中 的 信 是 不 同 源 的 。 

还 有 一 点 要 提 及 的 是 ,有 了 时 单个 IS 序 列 也 可 插入 DNA 分 子 的 某 些 区 段 , 引 
起 功能 基因 的 钝 化 或 失 活 ,例如 ,前 面 提 到 的 dgaT" 就 是 一 个 IS 插 入 。 

转 座 子 能 动 性 的 分 子 基 础 是 一 对 反 向 重复 序列 。 现 已 了 解 这 种 的 有 反问 重 
复 序 列 的 DNA 片段 在 自然 界 中 广泛 存在 ,有 些 病毒 的 原 病毒 往往 也 是 两 端 带 有 
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端 部 重复 序列 的 。 又 如 ,能 引起 多 种 呼吸 道 疾病 的 腺 病毒 , 在 它 的 线 状 DNA 分 子 
上 就 装备 了 反 向 重复 序列 。 再 如 , 致 瘤 的 疱疹 病毒 也 被 发 现 带 有 了 序列 。 从 分 
子 遗 传 学 角度 看 , 研究 得 最 清楚 的 是 逆 病 毒 (retrovirus, 又 称 反 转 病毒 ) 中 的 重复 
序列 ,下 面 将 专门 列 题 讨 论 这 个 问题 。 


7.3.3 噬菌体 Mu 

叭 菌 体 Mu 是 已 知 的 唯一 一 种 可 以 称 为 转移 因子 的 叭 菌 体 , 它 的 双 链 DNA 
长 37 kb 左右 , 比 一 般 的 HS 序列 长 得 多 。 鸣 菌 体 Mu 也 能 自由 地 以 不 同 的 方向 插 
和 细菌 的 基因 组 或 质粒 的 任何 部 位 , 它 不 仅 可 引起 插入 部 位 基因 的 突变 , 而 且 这 
些 突变 大 多 是 极 性 突变 。Mu 的 名 称 即 来 源 于 它 的 致 突变 特性 , Mu 就 是 mutator 
(突变 因子 ) 的 缩写 。 和 理化 因素 诱发 的 突变 不 同 , 由 生物 因子 Mu “诱发 ”的 基因 
突变 是 不 能 用 任何 一 种 化 学 诱 变 剂 来 回复 的 , 除非 采用 某 种 巧妙 的 遗传 学 技术 ， 
才能 将 Mu 从 插入 的 部 位 切除 掉 。 脱 除 后 复活 的 Mu DNA 与 插入 前 完全 一 样 。 
这 至 少 说 明了 两 点 : O 插入 并 不 造成 蜂 菌 体 Mu 遗 传 物质 的 丢失 ; © Mu 的 DNA 
分 子 从 寄主 DNA 上 切割 脱 除 的 过 程 是 非常 精确 的 。 

喉 菌 体 Mu 的 DNA 分 子 的 两 端 各 有 一 个 附着 位 点 , 称 为 attL 和 attR。 值 得 注 
意 的 是 Mu DNA 的 两 侧 并 没有 反 癌 重复 序列 ,然而 , 单 链 DNA 的 attL 最 初 的 31 个 
碱 基 和 attR 最 前 面 的 91 个 碱 基 之 间 会 形成 复杂 的 二 级 结构 (图 7-13)。 

叭 菌 体 Mu 的 复制 显然 是 不 同 于 鸣 菌 体 和 的 , 它 是 在 转移 的 过 程 中 复制 DNA 
拷贝 的 。 成 熟 的 Mu DNA 两 端 都 带 有 一 小 段 寄主 细胞 的 DNA , 称 为 寄主 DNA 尾 
端 (图 7-14)。 在 新 的 一 轮转 移 中 , 寄主 DNA 尾 端 并 不 插入 新 的 寄主 基因 组 。 这 
段 寄 主 DNA 尾 端的 功能 尚 不 清楚 ,很 可 能 和 Mu DNA 转移 稳定 性 有 关 。 

与 任何 一 种 转移 因子 一 样 , 喉 菌 体 Mu 也 能 作为 “遗传 学 按 扣 ”而 携带 功能 
性 DNA 片 段 ,在 寄主 细胞 基因 组 和 质粒 DNA 分 子 上 游 跳 路 转移 。 例 如, Mu 既 可 
以 插入 F ATRAE, 也 可 以 转移 这 些 因 子 。 图 7-15$ 表 示 一 对 插 人 方向 一 臻 
的 Mu DNA 携带 一 个 完整 的 和 DNA, 成 为 插入 细菌 基因 组 的 分 子 间 介 。 在 某 种 
特定 条 件 下 ,Mu 的 插入 也 可 以 引起 寄主 DNA 的 缺失 .重复 和 结构 重 排 。 


图 7-12 Tn 插入 目标 
基因 时 , 目标 基因 复制 
IR, 形成 插入 反应 后 Tn 
两 侧 的 IR 序 列 ( 引 自 工 . 
Stryer ) 
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图 7-13 单 链 Mu-DNA 两 端 可 能 形成 的 二 级 结构 ( 改 自 R. Kahman 和 D. Kamp) 


图 中 数字 系 碱 基 序号 ,5' 端 显示 attL 的 最 初 31 个 碱 基 ,3' 端 显示 attR 的 91 个 碱 基 , 红色 虚线 
为 attR 21 一 78 号 碱 基 , 这 段 未 参与 二 级 结构 的 形成 , 蓝 色 虚线 是 attL 32 一 92 之 间 的 4lu-DNA。 


转 座 子 结合 位 点 转 座 子 结合 位 点 
决定 寄主 
| ee 头 部 和 尾部 看 白 ANEA 


attL c AB lys DEHFGITJIKLMYNPQVWRSUU'S’ gin mom attR 
SEITE EA FR EC EE CEES NS 


bo t- 
EDNA 寄主 DNA 
E y 611 bp 一 -| 
图 7-14 哈 菌 体 Mu 基 因 组 结构 与 功能 区 域 分 布 和 寄主 DNA 尾 端 示意 


寄主 染色 体 Mu 基因 组 基因 组 Mu 基因 组 寄主 染色 体 


图 7-15 EA Mu 基因 组 携带 和 基因 组 时 的 同 向 插入 结构 


7.3.4” 逆 病毒 及 其 长 末端 重复 序列 

1910 年 美国 洛克 菲 勒 医学 研究 所 的 劳 斯 用 鸡肉 瘤 组 织 的 无 细胞 滤液 诱发 鸡 
肉瘤 成 功 , 并 据 此 提出 了 病毒 致癌 假说 。 差 不 多 经 过 半 个 世纪 的 争论 和 实验 研 
究 ,1966 年 劳 斯 以 85 岁 高 龄 获得 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 。 

现在 已 知 劳 斯 肉瘤 病毒 是 一 种 RNA 肿 瘤 病 毒 , 它 的 遗传 信息 载体 是 RNA。 
劳 斯 病毒 感染 寄主 细胞 后 , 由 病毒 RNA 编码 的 反 转 录 酶 (又 称 逆转 录 酶 ) 把 RNA 
分 子 所 载 的 遗传 信息 反 向 转录 成 单 链 DNA, 进而 又 在 同一 种 酶 的 作用 下 , 以 反 转 
录 产 物 为 样板 ,复制 其 互补 链 , 形成 双 链 DNA 分 子 。 这 个 双 链 DNA 分 子 随即 整 
合 于 寄主 细胞 的 基因 组 , 以 后 就 在 寄主 细胞 有 关 酶 系 的 催化 下 转录 出 mRNA, 翻 
译 出 病毒 的 特异 性 和 蛋白质 。 因 为 逆向 转录 是 RNA 肿瘤 病毒 感染 和 复制 中 的 关键 
性 步骤 , 又 是 它 和 其 他 病毒 的 主要 区 别 , 所 以 现在 多 数 文献 上 正式 称 它 为 逆 病 毒 
或 者 反 转 病毒 。 

道 病 毒 的 基因 组 除了 编码 逆转 录 酶 的 基因 pol 外 ,还 有 编码 病毒 外 过 蛋白 的 
基因 env 和 编码 族 特异 性 蛋白 的 基因 gag。 此 外 ,往往 还 有 一 个 在 生物 演化 的 进 
程 中 源 自 寄 主 细胞 的 癌 基 因 (oncogene), 这 个 细胞 原 癌 基 因 的 内 含 子 已 不 复 存在 
(图 7-16)。 在 这 里 我 们 要 进一步 讨论 的 是 逆 病 毒 的 某 些 与 转移 因子 十 分 相似 的 
生物 学 特性 。 
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包 
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RSV 病 毒 颗粒 






图 7-16 (a) 逆 病 毒 整 
合 v-src 并 通过 逆转 录 
去 除 内 含 子 序列 可 能 的 
Vv-src 结 构 比 较 的 电镜 
照片 及 其 诠释 图 , 注意 
两 种 分 子 之 间 不 能 杂 合 
的 内 含 子 形成 突出 的 单 
链 环 ;(c) RSV 基 因 组 
a ES 208 pol | env DD 结构 变化 示意 ( 改 自 了 


LTR LTR M. Bishop 等 ) 


(© 
细胞 基因 组 


病毒 基因 组 M 
(不 带 痛 基 因 ) 

病毒 基因 组 M 
( 带 有 冶 基因 ) 





当道 病毒 的 双 链 DNA 分子 以 原 病毒 的 形式 整合 于 寄主 细胞 基因 组 时 , 它 的 
两 端 带 有 一 对 很 长 的 重复 序列 , 称 为 长 未 端 重复 序列 (long terminal repeat, LTR). 
这 对 LTR 使 原 病 毒 DNA 具 有 类 似 转 座 子 的 能 动 性 。LTR 由 三 部 分 组 成 (图 
7-17), U3 是 病毒 RNA 分 子 3' 端 的 特异 序列 ,U5 是 5' 端 的 特异 序列 , 中 间 是 一 段 
重复 序列 R。 核 背 酸 序列 分 析 表 明 ,U3 和 U5 各 有 一 段 长 度 为 15 bp 的 反 向 重复 
序列 ,R 段 内 部 也 有 自身 的 重复 序列 。 最 引 人 注 意 的 是 U3 段 包含 了 一 套 促 进 和 
启动 真 核 生 物 基 因 表 达 的 功能 序列 , 即 Hogness 框 序 TATA 这 个 真 核 基因 转录 的 
起 始 信号 , 它 位 于 R 段 的 5' 端 上 游 。 靠 近 了 R 段 的 部 分 还 有 多 聚 腺 苷 酸 出 现 的 信和 号 
序列 AATAAA。 原 病毒 的 两 端 都 有 LTR ,表明 它 既 能 调节 病毒 DNA 的 转录 ,又 能 
调节 寄主 细胞 DNA 的 转录 (图 7-18)。 如 果 首 病毒 的 DNA 整合 于 寄主 细胞 的 






polyA 
反 向 重复 序列 TATA 框 ”信和 号 序列 反 向 重复 序列 
GTAGTCTTATGC(230)TATTTAG(16)AATAAA(1)+++(21) ++ (80)GCAGAAGGCTTCAITT]| 


整合 点 
(+)DNA 起 始点 


3 端 特 噶 性 序列 重复 序列 5 端 特异 性 序列 


DE pol | era | Re 图 7-17 LTR 对 病毒 
d ' ; 以 及 寄主 基因 转录 调 


核 质 蛋白 整合 蛋白 表面 糖 蛋白 控 作 用 示意 (HA H. E. 
蛋白 酶 Varmus 等 ) 
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TGEA polyA 位 点 ar A ies 
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图 7-18 LTR 对 病毒 
以 及 寄主 基因 转录 调 
FATA GIA H. E. 


Varmus ) 


a : —— ” c-onc DNA 


癌 基 因 的 转录 上 游 , 则 会 明显 地 促进 寄主 细胞 癌 基 因 的 表达 。 这 是 关于 癌 基 因 表 
达 异 常 的 所 谓 “ 激 活 调控 ”学 说 的 实验 基础 之 一 。 男 一 种 学 说 是 瘤 基因 结构 改变 
导致 表达 的 蛋白 产物 变异 和 细胞 恶性 转化 。 我 们 将 在 第 8 章 专门 讨论 突变 致癌 
学 说 的 分 子 遗 传 学 问题 。 


87.4 真 核 生 物 中 的 转 座 因子 


20 世 纪 中 叶 麦 克 林 托 克 的 革命 性 发 现 , 以 及 一 代 又 一 代 遗 传 学 家 在 原核 生 
物 和 真 核 生 物 中 的 出 色 工 作 , 使 我 们 认识 到 转 座 因子 在 基因 组 的 构建 与 扩展 , 同 
源 重组 和 表 观 遗传 调控 机 制 的 形成 与 演化 进程 中 起 着 极为 重要 的 作用 。 

从 逆 病 毒 和 其 他 转移 因子 的 结构 分 析 , 我 们 可 以 勾画 出 转移 性 遗传 因子 的 结 
构 通 式 : 在 一 个 单 拷贝 的 功能 基因 DNA 序 列 两 侧 是 一 对 由 数 百 个 碱 基 对 组 成 的 
同 向 重复 序列 。 重 复 序列 的 端 部 是 由 几 个 碱 基 对 组 成 的 反 向 重复 序列 ( 豚 ), 这 
对 I 人 R 往 往 并 不 是 绝对 互补 的 , 因而 会 形成 形状 各 异 的 二 级 结构 。 一 个 完整 的 转 
移 单位 的 两 端 是 4~6 bp 的 源 于 寄主 目标 基因 的 插入 区 序列 ,插入 前 寄主 细胞 基因 
组 中 只 有 一 份 插入 序列 , 在 插入 过 程 中 才 复 制 成 对 。 图 7-19 是 上 述 通 式 的 一 个 
形象 的 模式 图 。 





e 
同 向 重复 序列 中 间 段 DNA 。。 同 向 重复 序列 


-和 < 短 的 端 部 反 向 重复 序列 
> p 在 插入 位 置 复制 的 寄主 重复 序列 


图 7-19 ”转移 因子 结构 通 式 ( 引 自 A.J. Flavel 等 ) 
真 核 生物 能 动因 子 的 转 座机 制 与 细菌 也 很 相似 。 


741 黑 腹 果 蝇 基因 组 中 的 尸 因 子 

现在 知道 麦克 林 托 克 在 玉米 中 发 现 的 转 座 因子 4c 是 DNA 转 座 子 (DNA 
transposon)。 第 一 个 在 分 子 水 平 得 到 阐明 的 DNA 转 座 子 是 黑 腹 果 蝇 (Drosophila 
melanogaster) 的 P 因 子 (P elements)。 

果 蝇 PP 因子 的 发 现 源 自 一 次 意外 的 杂交 不 育 实验 。 当 人 们 将 实验 室 最 常用 
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导致 不 育 的 杂交 相反 杂交 
KEERA WEN ”野外 采集 株 系 雄 蝇 ”野外 采集 株 系 IIR 实验 室 株 系 HEM 
9 g 9 d 
M 型 P 型 P 型 M 型 
F, F, 
正常 果 蝇 


ole Oy ge 
Cem 


的 黑 腹 果 蝇 株 系 的 肉 蝇 与 野外 采集 的 黑 腹 果 蝇 株 系 的 雄 蝇 做 杂交 试验 , 发现 由 此 
产生 的 子 代 果 蝇 竟然 是 不 育 的 。 而 相反 的 杂交 , 即 野外 采集 株 系 的 肉 蝇 与 实验 室 
常用 的 果 蝇 株 系 的 雄 蝇 杂 交 产 生 的 子 代 果 蝇 却 是 正常 可 育 的 。 那 么 ,这 种 杂交 不 
A (hybrid dysgenesis ) 究竟 是 基因 突变 还 是 染色 体 畸 变 引 起 的 呢 ? 我 们 把 杂交 中 
实验 室 常 用 的 果 蝇 株 系 的 细胞 类 型 称 为 M 型 , 把 野外 采集 株 系 果 蝇 的 细胞 类 型 
称 为 P 型 。 实 验 中 M 型 肉 蝇 与 P 型 雄 蝇 杂交 产生 的 子 蝇 的 生殖 系 细胞 出 现 了 高 
频率 基因 突变 和 染色 体 畸 变 , 以 及 染色 体 不 分 离 等 异常 现象 而 不 能 生育 , 成 为 有 
生物 学 缺陷 的 不 育 果 蝇 。 有 趣 的 是 相反 的 杂交 , 即 P 型 肉 蝇 与 M 型 雄 蝇 杂交 产生 
的 子 蝇 是 正常 可 育 的 。 

值得 注意 的 是 大 多 数 果 蝇 的 不 育 性 状 是 不 稳定 的 , 会 以 很 高 的 频率 回复 成 
野生 型 或 变 为 其 他 等 位 基因 的 突变 , 这 种 不 稳定 性 往往 限于 M 型 果 蝇 的 生殖 
系 细胞 。 这 种 现象 和 玉米 中 转 座 因子 插入 突变 的 高 回复 率 极为 相似 。 于 是 有 
学 者 提出 了 一 种 假设 , 认为 果 蝇 的 这 类 杂交 不 育 可 能 是 转 座 因子 插 和 人 特定 基因 
致使 其 失去 功能 所 造成 的 ,那么 , 这 种 突变 的 回复 就 应 该 是 插入 序列 被 切除 的 
结果 。 这 个 假设 在 果 蝇 不 稳定 的 白眼 突变 (white, w) 株 的 成 功 分 离 中 得 到 了 验 
证 。 实 验 分 析 证 实 这 个 突变 株 的 绝 大 部 分 突变 果 蝇 是 由 于 一 个 称 为 己 因 子 的 转 
座 因子 插入 了 野生 型 等 位 基因 w 而 造成 的 , 而 M 型 果 蝇 株 则 完全 没有 尸 因子 。 
分 析 还 表明 在 P 型 果 蝇 株 的 每 个 基因 组 中 存在 着 30~50 个 P 因 子 拷贝 ,P 因 子 长 
度 因 中 间 部 分 存在 不 同 程度 的 缺失 而 不 同 , 它 的 变化 范围 从 0.5~2.9 kbs IE WM 
得 黑 腹 果 蝇 完整 的 已 因子 长 度 为 2 907 bp, 含 4 个 外 显 子 和 3 个 内 含 子 , 两 侧 装 有 
31 bp 反问 重复 序列 (图 7-21)。 图 中 显示 了 PP 因子 的 4 个 外 显 子 ORF0、ORF1、 
ORF2 和 ORF3, 以 及 3 个 内 含 子 , 两 侧 的 红色 三 角形 为 反 向 重复 序列 。 在 体 细胞 
中 前 3 个 外 显 子 剪接 在 一 起 表达 , 经 翻译 后 生成 分 子 量 为 66 000 的 抑制 蛋白 能 
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图 7-20 黑 腹 果 蝇 的 
P 因 子 导 致 不 育 现象 
的 可 能 原因 ( 引 自 A. J 
Griffiths) 
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66 000 的 抑制 蛋白 87 000 的 转 座 酶 
t 
抑制 体 细胞 中 P 因 子 合成 转 座 栈 生殖 系 细胞 因 携带 P 因 子 
所 有 P 因 子 转 座 致使 P 因 子 转 座 插入 引起 的 突变 而 不 青 
图 7-21 SRM PEAY 
结构 及 其 在 体 细胞 和 生 P = 活性 。 EL 4 个 外 显 ik 经 
mispaa 抑制 所 有 P 了 因子 的 转 座 活 性 。 在 生殖 系 细胞 中 4 个 外 显 子 都 前 接 在 一 起 表达 , 2 


RX. 翻译 与 遗传 学 效应 
(HLÉ A. J. Griffiths 等 ) 


翻译 后 生成 分 子 量 为 87 000 的 转 座 酶 , 使 P 因 子 得 以 在 M 型 细胞 中 转 座 。 不 育 
和 其 他 遗传 损伤 就 是 基因 组 中 的 P 因 子 和 分 子 量 为 66 000 的 抑制 蛋白 在 M 型 细 
胞 中 相互 作用 的 后 果 。 

对 于 杂交 不 育 的 解释 的 假设 是 , 野外 采集 株 果 蝇 的 基因 组 中 除了 存在 P 因 
子 外 还 有 一 种 抑制 P 因 子 转 座 的 抑制 蛋白 。 按 照 这 个 模型 ,P 因 子 不 但 编码 负责 
自身 转 座 的 转 座 酶 , 也 编码 阻 过 转 座 酶 合成 的 抑制 蛋白 。 出 于 某 种 未 知 的 原因 ， 
实验 室 株 果 蝇 不 含有 P 了 因子 ,所 以 细胞 质 中 不 存在 P 因 子 编码 的 抑制 蛋白 。 当 不 
含 P 因 子 的 M 型 肉 蝇 与 携带 了 PP 因子 的 雄 蝇 交配 时 ,因为 精子 只 提供 带 P 因 子 的 
基因 组 , 而 不 提供 含有 抑制 蛋白 的 细胞 质 , 来 自 雄 蝇 的 尸 因 子 就 处 在 新 形成 的 没 
有 抑制 蛋白 的 受精 卵细胞 质 中 , 所 以 就 可 以 在 基因 组 中 进行 转 座 , 一 旦 插入 功能 
性 基因 引起 突变 , 就 可 能 导致 不 育 等 遗传 损伤 。 而 了 型 肉 蝇 与 M 型 雄 蝇 杂交 时 ， 
因由 肉 蝇 提供 的 细胞 质 中 存在 着 P 因 子 及 其 编码 的 抑制 蛋白 阻 过 了 转 座 的 发 
A, 因此 不 会 造成 不 育 。 那 么 , AALS RRA PATHE? 一 个 可 能 的 
解释 是 , 我 们 使 用 的 实验 室 株 果 蝇 是 摩尔 根 等 从 100 年 前 采集 的 果 蝇 样本 逐步 
选 育 而 成 的 , 那个 时 期 的 果 蝇 群体 中 并 不 含 P 因 子 。 然 而 ,在 此 后 的 100 年 中 的 
某 个 时 间 ,P 因 子 进 入 了 野外 的 果 蝇 自然 群体 。 尽 管 P 因 子 进 入 果 蝇 群体 的 真实 
情况 并 不 清楚 , 但 研究 显示 转 座 子 确实 能 迅速 从 群体 中 极 少数 个 体 扩散 到 整个 
群体 , 就 像 携带 抗 性 基因 转 座 子 的 细菌 会 将 转 座 子 迅速 地 扩散 至 原先 敏感 的 细 
菌 群体 一 样 。 

PP 因子 插入 引起 的 基因 突变 还 可 以 用 于 基因 定位 的 标记 工具 。P 因 子 的 
插入 会 使 被 插入 的 基因 断裂 而 丧失 功能 , 并 产生 蜡 常 的 表 型 。 如 果 将 P 因 子 
的 部 分 DNA 序 列 做 成 探 针 ,通过 分 子 杂 交 就 能 找到 断裂 的 基因 ,还 可 以 进 一 
步 克 隆 这 个 基因 ,这 种 实验 方法 称 为 转 座 子 标记 法 (transposon tagging). $ 
宾 (G. Rubin) Mi VALLE (A. Sprading) 还 将 已 因子 用 作 果 蝇 的 转基因 实验 
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TA, 开创 了 果 蝇 的 逆向 遗传 学 (reverse genetics) 研究 。 传 统 的 经 典 遗 传 学 
主要 借助 自发 突变 或 诱发 突变 产生 的 表 型 变异 来 定位 基因 、 研 究 基因 的 结构 
和 功能 、 克 隆 , 以 及 在 分 子 水 平 上 鉴定 基因 。 逆 向 遗传 学 则 把 研究 的 程序 反 过 
来 ,通过 分 子 生 物 学 技术 将 突变 引入 序列 已 知 的 基因 , 再 分 析 突 变 造成 的 表 型 
效应 , 如 特定 生物 学 或 生物 化 学 反应 的 阻 断 , 及 其 引起 的 异常 表 型 来 分 析 结 构 
与 功能 的 关联 。 转 座 因子 的 插 和 人 技术 则 是 逆向 遗传 学 研究 的 重要 工具 。 现 在 
PP 因子 已 经 成 为 果 蝇 遗传 学 家 最 感 兴趣 也 是 在 基因 工程 实验 中 最 有 应 用 价值 
的 转 座 因子 。 

麦克 林 托 克 最 初 在 玉米 中 发 现 的 Ds-Ac 转 座 系统 中 的 4c 因 子 两 侧 也 有 反 
向 重复 序列 ,并 能 编码 转 座 酶 ,所 以 是 能 自行 独立 进行 转 座 的 自主 型 转 座 子 。Ds 
因子 不 能 编码 转 座 酶 而 不 能 自行 转 座 , 所 以 称 为 非 自 主 型 转 座 子 。 当 基因 组 中 
存在 4c 因 子 时 , 它 编码 的 转 座 酶 能 识别 并 结合 于 4c 或 Ds 的 两 端 , 以 启动 转 座 过 
程 (注意 : 4c 和 Ds 同属 一 个 转 座 子 家族 , 可 以 相互 识别 和 相互 作用 ,在 玉米 中 还 
存在 多 个 不 同 的 转 座 子 家 族 , 参见 图 7-5)。 与 P 因 子 只 能 在 果 蝇 基因 组 中 发 挥 
作用 不 同 ,4c 作 用 的 范围 可 以 从 玉米 扩展 到 模式 生物 拟 南 草 和 水 稻 、 大 麦 等 农 作 
物 的 基因 组 。 实 际 上 4c 因 子 早 就 成 了 植物 遗传 学 研究 和 农作物 育种 的 重要 分 
子 工具 。 

现在 看 来 麦克 林 托 克 发 现 玉米 的 转 座 因 子 也 许 并 不 是 完全 偶然 的 ,研究 表明 
在 现今 玉米 (Zea mays) 的 总 量 为 2.3 Gb 的 基因 组 中 , 几乎 85% 是 转 座 因 子 。 玉 
米 约 有 40 000 个 平均 长 度 为 3.3 kb 的 基因 , 这 些 基 因 就 像 由 100 万 个 转 座 子 和 逆 
转 座 子 组 成 的 汪洋 大 海中 的 点 点 孤岛 。 


7.4.2 人 类 基因 组 中 的 转 座 因子 

自从 在 玉米 、. 果 蝇 酵母 和 多 种 原核 生物 中 发 现 了 转移 因子 以 后 ,人 们 最 关心 
的 是 人 类 基因 组 中 是 不 是 也 存在 着 这 种 转移 性 遗传 因子 。 许 多 研究 中 心 和 实验 
室 都 曾经 探索 过 这 个 问题 。 这 里 简单 介绍 一 下 美国 休斯敦 得 克 萨 斯 大 学 的 罗 伯 
$k (D. L. Robberson) 等 早期 有 代表 性 的 研究 工作 。 罗 伯 苏 等 以 人 类 基因 组 中 的 
Alu 序 列 为 研究 目标 , 4lu 是 施 密 德 (C. Schmid) 等 在 1979 年 分 离 到 的 重复 序列 家 
族 , ABA Alu I 的 切割 序列 而 得 名 。Alu 序 列 长 约 300 bp, 它 是 人 类 基因 组 中 重 
复 程度 最 高 的 一 类 重复 序列 , 约 有 50 万 份 ,相当 于 人 类 基因 组 的 10% 左 右 。 已 知 
的 人 功能 基因 的 基本 结构 往往 是 一 个 单 拷贝 序列 夹 在 两 个 重复 序列 中 间 , 而 多 数 
都 是 夹 在 两 个 41u 重 复 序 列 中 间 。 如 果 将 人 的 基因 组 DNA 变性 后 复 性 , 再 用 切 
除 单 链 的 核酸 酶 Sl 处理, 就 可 得 到 大 量 300 bp 的 DNA 片段 。 这 个 片段 经 过 限制 
性 内 切 酶 41u I 处 理 后 就 分 为 170 bp 和 120 bp 两 段 。 罗 伯 苏 等 曾经 认为 4lu 所 起 
的 作用 和 LTR 在 转移 因子 中 的 作用 很 可 能 是 相似 的 。 此 外 ,许多 实验 表明 A4lu 序 
列 和 DNA 的 复制 和 核 内 RNA 加 工 过 程 有 关联 。 

为 了 验证 这 个 假设 , 罗 伯 苏 等 利用 克隆 于 叭 菌 体 和 A 的 两 段 售 4lu 序 列 的 人 
DNA H Et pa^ AI pA (图 7-22) 作为 探 针 来 研究 人 类 基因 组 中 4iz 序 列 的 结 
构 、 分 布 和 可 能 的 功能 。 
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7-22 p” “和 p”“ 结 构 示意 ( 引 自 B. Calabretta) 
A、B 是 单 拷贝 的 功能 基因 。 


HIS 


图 中 “4lu- 功 能 基因 -4lu” 这样 的 结构 是 符合 转移 因子 结构 通 式 的 。 有 了 
携 有 功能 基因 A 或 B 的 探 针 , 就 有 可 能 探测 出 基因 组 中 包 插 的 “4lu-A-Alu” 或 
“Alu-B-Alu” 结构 的 数量 和 位 置 , 并 可 由 此 推断 这 样 的 结构 是 不 是 一 个 类 似 转 移 
因子 的 结构 。 这 里 要 重点 介绍 以 pM "为 探 针 所 做 研究 的 几 个 结果 。 

(1) 在 正常 细胞 和 肿瘤 细胞 的 基因 组 DNA 中 ,与 PP“ 同 源 的 DNA 片 段 的 
长 度 不 同 ,相同 长 度 的 片段 ,拷贝 数 也 不 尽 相 同 。 

(2) 源 自 肝 、 肺 、 心 、. 脾 、 小 肠 、 脑 和 肾 等 脏 器 的 细胞 中 , pa Pe] EAS DNA 
片段 的 长 短 不 一 ,同一 长 度 的 片段 ,拷贝 数 也 不 相同 。 

(3) 取 自 淋巴 细胞 白血病 、 肝 癌 、 骨 入 癌 等 肿瘤 的 癌 细 胞 中 , 5 pA 同 源 的 
DNA 片段 的 长 度 和 拷贝 数 均 不 相同 。 

(4) 用 限制 性 内 切 酶 Eco RI 、Bam H I „Hind Al Bel [切割 后 , 所 得 到 的 
与 pA"”“ 同 源 的 片段 中 的 共同 主 段 长 度 均 为 4.8 kb。 这 暗示 这 段 DNA 很 可 能 是 
一 个 环 状 DNA 分 子 , 环 上 有 上 述 各 种 酶 的 一 个 切 点 ,电镜 观察 也 支持 这 种 看 法 。 

(5) 用 含 4lu 序 列 的 探 针 探 明 每 个 环 状 DNA 分 子 都 有 A4Uu 重 复 序列 。 

综合 上 述 结果 , 罗 伯 苏 等 认为 人 类 基因 组 中 的 “4lu- 功 能 基因 序列 -4lu” 结 
构 是 类 似 转 座 子 的 。 它 在 不 同 的 组 织 细 胞 与 不 同 的 发 育 阶段 都 有 各 不 相同 的 插 
入 部 位 和 数目 不 等 的 扩 增 拷贝 数 , 还 可 能 和 肿瘤 的 发 生 密切 相关 。 这 种 以 Alu 重 
复 序列 为 “遗传 学 按 扣 ”的 转移 性 遗传 因子 式 结构 , 大 大 增加 了 人 类 基因 组 的 能 
动 性 。 

从 麦克 林 托 克 在 玉米 中 发 现 转 座 因 子 到 对 原核 生物 中 转 座 子 的 深入 研究 ,为 
系统 研究 高 等 植物 动物 和 人 类 基因 组 中 转 座 因 子 的 结构 与 功能 、 转 座 的 机 制 , 及 
其 如 何 影响 寄主 基因 的 结构 与 表达 等 问题 商定 了 基础 。 

近年 来 的 基因 组 测序 计划 表明 来 源 于 各 类 转 座 因 子 的 DNA 在 人 类 基因 组 中 
约 占 45%, 且 有 多 种 结构 特征 , 而 编码 基因 序列 仅 占 1.5%( 图 7-23a)。 根 据 转 座 
移动 方式 可 以 将 这 些 转 座 子 分 为 逆转 座 子 (图 7-23b) 和 DNA 转 座 子 (图 7-23c)。 
道 转 座 子 包 括 短 散布 重复 元 件 (short interspersed nuclear element, SINE ) 如 Alu、 
长 散布 重复 元 件 (long interspersed nuclear element, LINE ) 如 L1 和 人 类 内 源 性 逆 
病毒 (human endogenous retroviruses, HERV)。DNA 转 座 子 如 图 7-23c 所 示 的 
MARINER。 其 中 HERV 和 LINE 具 有 编码 转 座 所 需 的 基因 ,所 以 是 自主 型 逆转 座 
F, mi Alu I SVA (short interspersed element/variable number of tandem repeat/Alu ) 
因 没 有 这 些 基因 被 列 为 非 自 主 型 逆转 座 子 。 
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(a) FELTRE F 





SVA 0.2% 


其 他 6% 


LTR 逆 转 座 子 8.3% 
DNA 转 座 子 


(b) ”逆转 座 子 
TSD TSD 


—_—— 


© ”DNA 转 座 子 


Alu 由 左右 两 个 单 聚 体 组 成 , 中 间 是 一 段 富 含 腺 嗓 蛤 的 序列 , 左 侧 单 聚 体 
带 有 内 在 的 RNA 多 聚 酶 亚 启 动 子 (图 中 的 A 框 和 B 框 )。L1 全 长 约 6 kb, 具有 
编码 RNA 结 合 蛋白 、 内 切 酶 和 逆转 录 酶 基因 的 开 读 框 架 (ORF ), 两 侧 带 有 非 
翻译 区 (UTR)。ORF1 和 ORF2 之 间 是 一 段 约 60 bp 的 基因 间隔 区 (intergenic 
spacer, IS)。VSA 有 一 段 (CCCTCT ) ,六 聚 体 , BA Alu FF (Alu-like ) FF 9!) FUR 
目 可 变 的 重复 序列 (VNTR ) ,以 及 短 的 散布 因子 R(short interspersed element-R, 
SINE-R), 图 中 还 在 4lu 样 序列 上 方 用 箭头 显示 出 4lu 序 列 的 方向 。HERV 具有 
编码 用 于 病毒 感染 的 属 特异 性 抗原 的 基因 gag 编码 蛋白 酶 的 基因 prt\ 编码 多 
聚 酶 的 基因 pol 和 编码 外 壳 蛋 白 的 基因 env, 两 侧 装 有 长 末端 重复 序列 。DNA 
转 座 子 MARINER 具有 能 编码 带 有 DNA 结 合 结构 域 和 催化 结构 域 的 转 座 酶 的 
基因 ,两 侧 装着 反 向 重复 序列 IR。 所 有 的 转 座 因子 的 两 侧 都 携带 在 整合 过 程 中 


图 7-23 (a) 人 类 基 
因 组 中 的 几 类 主要 的 
转 座 因子 所 占 比 例 ; 
(b) 、(c) 各 类 转 座 子 的 
基本 结构 示意 ( 改 自 R. 
Cordaux 和 YY-J. Kim 等 ) 
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装 上 的 插入 靶 位 复制 序列 (target site duplication, TSD )。 

研究 数据 表明 , 人 类 基因 组 中 的 自主 型 无 LTR 逆转 座 子 (如 LINE) 长 度 为 
1~5 kb, 拷贝 数 为 20 000~40 000, 占 基因 组 的 21%; 非 自 主 型 无 LITR 逆转 座 子 (如 
SINE) KÆ X 100~300 bp, 拷贝 数 为 1 500 000, 占 基因 组 的 13%; DNA 转 座 子 也 
分 自主 型 和 非 自主 型 , 自主 型 DNA 转 座 子 长 度 为 2~5 kb, 非 自主 型 DNA 转 座 子 
长 度 为 80~3 000 bp ,两 者 合计 拷贝 数 约 为 300 000, 占 基因 组 的 3%。 显 而 易 见 , 转 
座 因子 在 人 类 基因 组 中 的 分 布 非常 广泛 , 几乎 深入 到 每 一 个 结构 基因 内 部 。 我 们 
可 以 用 一 个 生动 而 形象 的 实例 来 说 明 。 尿 黑 酸 -1, 2- 双 加 氧 酶 (homogentisate 1, 
2-dioxygenase, HGO ) 是 一 个 典型 的 疾病 相关 基因 , 它 的 缺陷 可 导致 尿 黑 酸 尿 症 。 
图 7-24 显 示 了 人 类 HGO 基 因 中 的 重复 序列 , 值得 注意 的 是 分 布 在 基因 区 的 转 座 
子 都 位 于 内 含 子 中 , 所 以 转 座 子 序列 在 原始 转录 产物 中 的 剪接 过 程 中 都 会 和 内 含 
子 序列 一 起 被 切除 。 这 种 安排 可 能 是 生物 演化 的 结果 ,最初 插 入 外 显 子 的 转 座 子 
序列 很 可 能 在 生物 演化 过 程 中 被 “ 负 选 择 ” 掉 。 

















7-24 人 HGO 基 因 中 重复 序列 的 种 类 及 其 分 布 示意 ( 仿 自 B. Granadino 等 ) 


图 中 上 部 显示 了 HGO 基 因 外 显 子 位 置 , 下 部 显示 了 重复 序列 Alu( 蓝 色 )、SINE (紫色 ) 和 
LINE (绿色 ) 的 位 置 。 


转 座 因子 在 基因 组 中 的 转 座 方式 主要 分 两 种 。DNA 转 座 子 采用 切割 -粘贴 
(cut-and-paste mechanism ) 转 座 模式 。 转 座 子 先 利用 自身 编码 的 转 座 酶 识别 转 
座 子 两 侧 特 异性 序列 , 接着 与 靶 DNA 结 合 形成 转 座 小 体 , 最 后 转 座 酶 切割 供 体 
DNA FIE DNA , 并 将 转 座 子 整合 至 靶 位 完成 转 座 (图 7-25 )。 整 个 转 座 过 程 并 不 
涉及 转 座 子 的 复制 ,所 以 DNA 转 座 子 在 寄主 基因 组 中 的 拷贝 数 不 会 大 幅度 扩 增 。 
需要 注意 的 是 , DNA 转 座 子 的 准确 切 离 (precise excision) 是 转 座 子 原先 所 在 基因 
恢复 功能 的 先决 条 件 。 

逆转 座 子 的 转 座 不 以 切割 原 转 座 子 为 前 提 , 而 是 以 其 RNA 转录 产 物 为 介 导 ， 
经 过 逆转 录 为 DNA 拷 贝 , 再 转 座 至 新 的 靶 位 。 因 为 单个 首 转 座 子 可 以 转录 出 许 
ZRNA, 又 可 逆转 录 出 多 个 DNA 找 贝 扩 散 至 寄主 基因 组 , 插入 后 的 转 座 子 又 是 
稳定 而 持续 的 ,不 易 再 被 切除 ,因此 在 转 座 过 程 中 会 增加 其 在 基因 组 中 的 拷贝 数 。 








一 一 转 座 子 
供 体 DNA 靶 DNA 
转 座 酶 识别 转 座 子 转 座 酶 切割 并 将 
两 侧 特 异性 序列 转 座 小 体形 成 ” ” 转 座 子 整合 于 靶 DNA 完成 转 座 
并 与 之 结合 ~ 
”7 
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转 座 酶 
7-25 DNA 转 座 子 的 “切割 -粘贴 " 转 座 模式 示意 ( 改 自 A. Changela 等 ) 
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(a) “切割 -粘贴 ”模式 转 座 后 基 (b) “复制 -粘贴 ”模式 转 座 后 基 


因 组 中 的 转 座 子 拷贝 不 变 因 组 中 的 转 座 子 拷贝 增加 

-一 被 割断 的 一 被 割断 的 

yee DNA 序 列 。 一 和 HA Rett DNA 序 列 
ee. Ek 转 座 子 -=> 


这 种 转 座 方式 又 称 为 复制 -粘贴 (copy-and-paste mechanism) 转 座 模式 。 显 然 北 
转 座 子 的 转 座机 制 是 导致 它们 在 寄主 基因 组 中 数量 极 多 的 重要 原因 。 图 7-26 显 
示 了 两 种 转 座 模式 的 主要 差别 。 

差不多 10 年 前 遗传 学 家 会 通过 对 转 座 因子 插 和 人 特定 基因 来 研究 转 座 因子 对 
基因 表达 调控 的 影响 , 现在 已 经 有 可 能 分 析 转 座 因子 对 整个 基因 组 调控 的 作用 。 
研究 发 现 转 座 因子 含有 多 种 调节 序列 , 如 启动 子 、 增 强 子 、 多 聚 A 信 号 序列 、 隐 项 的 
剪接 供 体 和 前 接受 体 序列 等 ,这 些 调节 元 件 都 可 能 改变 邻接 基因 转录 产物 的 构 型 。 

图 7-27 是 转 座 因子 插 人 方式 或 位 置 不 同 造成 的 寄主 基因 组 结构 变异 和 基 
因 表达 异常 示意 图 。 一 般 转 座 子 通 过 对 寄主 基因 组 内 插入 半点 的 特定 序列 5 
TIAAA-3' 的 识别 实现 典型 的 转 座 因子 插入 (图 7-27a), 有 时 也 有 可 能 发 生 转 
座 因 子 的 非典 型 插入 (图 7-27b); 两 个 转 座 因子 之 间 如 发 生 非 同 源 端 部 融合 
(non homologous end joining, NHEJ) 则 会 造成 涉及 几 个 碱 基 对 的 微型 缺失 (图 
7-27c); 转 座 因子 也 可 能 造成 染色 体内 部 或 染色 体 之 间 的 非 等 位 基因 间 同 源 重 
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图 7-26 两 种 类 型 转 
座 子 的 转 座 模式 直接 
影响 它们 在 寄主 基因 
组 中 的 拷贝 数 ( 改 自 L. 


Solomon ) 


图 7-27 转 座 因子 插 
入 方式 或 位 置 不 同 造成 
的 寄主 基因 组 结构 变 
异 和 基因 表达 异常 示意 
(Ex A Y.J. Kim) 


灰色 和 粉红 色 三 
角形 代表 插入 靶 位 重 
复 序 列 ; 黑色 线条 代表 
转 座 子 不 同 的 剪接 方 
式 ; 灰色 线条 表达 间隔 
区 域 ; 椭圆 形 圈 内 是 同 
源 重 组 区 域 ; 粉红 色 框 
是 微小 同 源 序列 区 。 
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组 (nonallelic homologous recombination, NAHR), 致使 相关 染色 体 产 生 缺 失 ( 
7-27d); 此 外 , 由 于 插入 寄主 基因 组 的 位 置 不 同 , 转 座 子 插入 后 组 合成 的 序列 可 
转录 出 不 一 样 的 转录 产物 , 经 剪接 后 或 可 形成 开 读 框架 正常 的 mRNA, 也 可 能 产 
生 多 种 异常 结构 ,导致 寄主 基因 表达 受阻 (图 7-27e)。 

在 了 解 人 类 基因 组 中 转 座 因子 的 结构 以 后 ,我们 最 关心 的 是 几乎 占 了 整个 基 
因 组 一 半 的 转 座 子 或 转 座 子 样 结构 究竟 有 什么 功能 ? 它们 的 结构 或 功能 异常 又 
会 造成 什么 样 的 后 果 ? 会 不 会 影响 健康 ,甚至 导致 疾病 ? 


743 转 座 因子 与 疾病 

显然 ,无 论 是 逆转 座 子 还 是 DNA 转 座 子 , 经 转 座 插 和 基因 或 基因 间 序 列 都 有 
可 能 改变 细胞 的 基因 结构 或 表达 , 增加 基因 组 的 不 稳定 性 , 甚至 造成 基因 突变 和 
染色 体 畸 变 。 转 座 子 也 就 有 可 能 因 某 些 原因 而 成 为 插入 型 生物 诱 变 剂 ,也 就 有 可 
能 因此 成 了 遗传 病 和 肿瘤 的 致 病因 素 。 

转 座 子 在 人 类 基因 组 中 的 异常 转 座 引 起 与 疾病 有 关联 的 表 型 的 报道 虽然 还 不 
多 ,但 是 ,已 有 的 研究 确实 表明 人 类 基因 组 中 的 转 座 因子 会 产生 大 量 的 遗传 学 变异 。 
初步 的 流行 病 学 调查 提示 , 每 20~200 个 新 生 儿 中 就 有 1 个 被 预测 携带 一 个 新 的 转 座 
因子 插入 。 沃 热 霍 夫 斯 基 (I. Vorechovsky) 曾经 对 先前 研究 过 的 与 51 种 疾病 相关 的 
78 个 基因 中 的 转 座 因子 , 发现 其 中 有 40 例 存在 转 座 因子 , 上 且 多 数 与 4 的 隐 含 外 显 
F (cryptic exon) 相关 。 通 过 对 实验 数据 的 分 析 , 他 提出 除了 转 座 因子 中 的 隐 含 启动 
子 外 ,还 必须 注意 因 突 变 而 诱发 隐 含 外 显 子 在 疾病 发 生发 展 中 的 病理 学 分 析 。 

表 7-1 列 出 了 人 类 基因 组 中 几 种 与 转 座 子 相 关联 的 疾病 涉及 多 种 不 同系 统 
的 遗传 病 , 它们 的 疾病 相关 基因 、 转 座 子 类 别 和 转 座 机 制 均 已 被 证 实 。 这 就 清楚 
表明 , 疾病 相关 基因 中 的 转 座 子 插 入 也 可 能 是 致 病 的 重要 原因 , 使 我 们 关于 遗传 
性 疾病 诊治 的 传统 思路 有 所 拓展 。 


表 7-1 人 类 基因 组 中 的 转 座 子 引起 的 与 疾病 关联 的 表 型 





E 





NFI 多 发 性 神经 纤维 瘤 (neurofibromatosis ) Alu Ya5 内 含 子 / 跳 转 
BCHE 胆 碱 酯 酶 缺乏 症 ( acholinesterasemia ) Alu Yb8 外 显 子 插入 
F9 血 友 病 B (hemophilia B ) Alu Ya5 外 显 子 插入 


CASR 家 族 性 低 钙 尿 症 高 钙 血 症 (familial hypocalciuric Alu Ya4 外 显 子 插入 


hypercalemia ) 


ADDI 享 廷 顿 病 (huntington disease ) Alu 内 含 子 
Factor Vl {fi AZ39§ A (hemophilia A ) Ll 外 显 子 插入 
4PC 家 族 性 腺 瘤 性 息肉 病 (FAP) Ll 外 显 子 插入 
Dystrophin 肌 营 养 不 良 (muscular dystrophy ) L1 外 显 子 插入 
Globin BB 地 中 海 贫血 (B-thalassemia) LI 内 含 子 
RP2 视网膜 色素 变性 (retinitis pigmentosa ) LI AET 
Fukutin LES FEA R (muscular dystrophy ) Ll 内 含 子 / 跳 转 


注 : 资料 来 源 于 R. E. Mills 等 (2007)。 
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研究 还 提示 体 细 胞 中 的 转 座 央 子 插入 可 能 作用 于 特定 基因 而 促进 恶性 肿瘤 
的 起 始 和 发 展 。 例 如 通过 PCR 检测 , 证 实 肺癌 中 至 少 存在 9 种 体 细胞 水 平 的 转 座 
因子 插入 。 相 当 一 部 分 的 插 和 人 片段 两 侧 带 有 转 座 子 序列 。 有 人 证 实在 被 检测 的 
20 例 肺癌 中 有 6 例 (30% ) 至 少 新 增 1 个 L1 插 和 人 事件 。 序 列 分 析 提 示 ,L1 一 旦 插 
和 就 可 能 促进 人 类 肿瘤 中 常见 的 大 规模 染色 体重 排 。 这 种 因 转 座 子 引起 的 大 尺 
度 DNA 重 排 在 基因 点 突变 、DNA 损 伤 修复 、 染 色 体 畸变 之 外 , 提供 了 一 种 癌症 基 
因 组 突变 的 新 机 制 。 无 疑 L1 插 入 事件 高 频率 出 现在 肺癌 基因 组 中 应 该 引起 我 们 
的 关注 。 最 近 有 人 提出 , 家 族 性 肿瘤 敏感 可 能 与 癌症 相关 的 转 座 因子 谱 有 关 , A 
为 生殖 细胞 和 体 细 胞 中 的 转 座 因 子 插入 在 肿瘤 发 生发 展 进程 中 可 能 存在 协同 作 
用 问题 。 

神经 系统 疾病 是 转 座 子 插入 与 疾病 关联 研究 的 又 一 个 热点 ,2013 年 美国 神 
经 科学 年 会 专门 讨论 了 转 座 因子 与 中 枢 神经 系统 疾病 的 关系 。 

2012 年 美国 国立 卫生 研究 院 伯 克 (J. D. Boeke) 研究 组 和 约翰 ' 霍 普 金 斯 
大 学 的 奥 唐 奈 (K. A. O'Donnell) 研究 组 合作 利用 工具 性 转 座 子 睡 美 人 (sleeping 
beauty ) 的 插入 突变 实验 , 发 现 了 肝癌 相关 的 三 个 抑 癌 基因 : 核 受 体 共 激活 因子 
(neclear receptor coactivator, Ncoa2/Src)、 锌 指 转 录 因 子 (zinc finger transcription 
factor, Zf) 和 B 小 肌 养 蛋白 (B-dystroobrevin, Dinb)。 这 是 在 医学 领域 中 以 转 座 因 
子 为 生物 诱 变 剂 进 行 逆向 遗传 学 研究 的 范例 。 随 着 遗传 作 图 、 诱 发 突变 、 克 隆基 
因 和 构建 转基因 生物 等 转 座 子 技术 的 逐步 成 熟 与 检测 技术 的 进步 ,将 为 转 座 因子 
和 转 座 过 程 研 究 提 供 前 所 未 有 的 新 机 会 。 毫 无 疑问 ,激活 和 未 激活 的 转 座 因子 的 
“扰乱 ”会 更 频繁 地 出 现 于 人 类 遗传 学 和 医学 遗传 学 领域 。 


87.5 ”转移 因子 的 生物 学 意义 


转 座 因子 在 基因 组 中 分 布 之 广 , 种 类 之 多 , 它们 的 转 座 涉及 基因 结构 和 染色 
体 结构 的 改变 , 以 及 它 所 拥有 的 调控 寄主 细胞 基因 功能 表达 的 潜能 , 暗示 转 座 因 
子 在 各 种 类 型 细胞 的 基因 组 结构 的 组 织 和 聚集 、 变 异 和 演化 、 基 因 表达 的 调节 和 
分 化 中 扮演 了 非常 重要 的 角色 。 它 之 所 以 在 初 看 时 给 人 以 莫 明 其 妙 的 感觉 ,是 因 
为 我 们 发 现 它 的 时 候 往往 是 它 插入 基因 、 钝 化 基因 并 给 寄主 细胞 带 来 麻烦 、 造 成 
缺陷 ,甚至 把 细胞 推 向 恶变 的 时 候 。 其 实 , 从 备 德 尔 开始 的 遗传 学 研究 ,都 是 从 基 
因 的 结构 和 功能 的 异常 开始 的 , 科学 家 们 抓 住 这 些 “ 异 常 ”, 透 过 这 些 “异常” 现 
象 曲 曲折 折 反 映 出 来 的 本 质 , 逐步 增进 了 对 基因 的 正常 结构 和 功能 的 认识 。 那 
么 ,转移 性 遗传 因子 给 了 我 们 什么 启示 呢 ? 


75.1 转 座 因子 有 助 于 基因 组 新 的 功能 性 组 分 的 构建 

随 着 果 蝇 、 小 鼠 、 拟 南 草 、 水 稳 和 人 等 多 种 不 同类 型 生物 的 全 基因 组 测序 计 
划 的 完成 , 我 们 知道 了 高 等 生物 基因 组 中 有 不 同类 型 的 重复 序列 , 其 中 有 些 与 转 
座 子 相似 , 最 值得 注意 的 是 这 些 序列 的 数量 竞 然 占 了 真 核 生物 DNA 的 很 大 部 分 。 
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人 类 基因 组 中 转 座 因子 的 DNA 总 量 比 编码 基因 DNA 数 量 多 20~30 倍 。 其 中 完 
整 的 和 部 分 缺失 的 4lu 序 列 占 基因 组 的 10%, 4 和 序列 或 位 于 基因 的 两 侧 , 或 位 于 
内 含 子 中 间 , 形成 “41w- 功 能 性 DNA 片段 -41u” 这 样 几乎 遍布 整个 基因 组 的 特殊 
结构 。Alu 和 LI1 等 插入 序列 在 人 类 基因 组 中 的 大 量 存在 表明 自然 选择 至 今 没 有 
严格 地 作用 于 这 些 转 座 子 , 也 暗示 着 它们 对 人 类 的 生存 可 能 有 某 种 重要 意义 。 其 
中 很 可 能 隐 含 着 基因 组 演化 中 基因 结构 元 件 的 移动 和 组 合 的 重要 机 制 。 例 如 , 相 
当 数 量 的 转 座 因子 插入 基因 组 的 异 染色 质 区 或 编码 基因 的 内 含 子 区 , 这些 区 域 也 
许 是 转 座 因子 在 生物 演化 过 程 中 避免 “ 负 选 择 ” 的 避难 所 ,然而 ,是 不 是 也 可 能 是 
孕育 新 基因 的 温床 呢 ? 

转 座 因子 及 其 编码 的 酶 有 非常 精确 的 序列 识别 能 力 和 从 供 体位 点 上 准确 地 
切割 下 来 的 能 力 ,而 对 插入 靶 位 却 很 少 有 序列 特异 性 要 求 ,甚至 没有 特异 性 要 求 ， 
这 种 特性 造就 了 它们 在 真 核 生物 基因 组 的 发 展 形成 中 的 特殊 且 不 可 替代 的 重要 
地 位 。 

转 座 因子 的 转 座 会 造成 插入 突变 ,产生 新 的 转 座 因 子 , 在 转 座 中 催生 新 的 
基因 , 转移 新 的 基因 , 转 座 子 的 不 精确 切 离 造成 寄主 基因 突变 , 通过 转 座 因子 之 
间 的 重组 则 可 能 诱导 染色 体 结构 变异 , 以 及 转 座 因子 转录 产物 的 多 态 现象 (图 
7-27)。 所 有 这 些 看 似 异 常 的 现象 都 在 暗示 转 座 因子 在 新 基因 的 创造 和 原 有 基因 
的 结构 修饰 , 以 及 基因 编程 和 重 编程 的 进程 中 起 着 创造 性 作用 。 近 年 来 的 研究 
确实 发 现 许多 转 座 子 和 逆转 座 子 携带 了 在 转 座 过 程 中 捕获 的 编码 基因 片段 或 与 
基因 表达 调节 相关 的 DNA 片 段 。 例 如 , 玉米 的 R 基 因 编 码 的 转录 因子 是 花 青 素 ， 
(anthocyanin pigments) 合成 所 必需 的 , 在 R-r 这 对 等 位 基因 中 包含 了 4 个 串联 排 
列 的 重复 序列 ,只 有 一 个 是 完整 的 编码 序列 ,另外 几 个 是 被 截 短 的 片段 ,把 它们 隔 
开 的 是 正 向 和 反 向 插入 的 Doppia 转 座 子 。 其 中 完整 的 编码 序列 为 玉米 编码 花 青 
素 , 几 个 被 截 短 的 片段 则 支持 种 子 中 的 色素 表达 。 

有 人 其 至 提出 ,与 基因 组 的 大 小 直接 相关 的 并 不 是 编码 基因 和 调控 基因 的 
数量 , 而 是 基因 组 中 源 自转 座 因子 的 DNA 数 量 。 事实 上 , 基因 组 较 大 的 生物 确 
实 具 有 和 较 多 类 似 转 座 因子 序列 , 基因 组 较 小 的 生物 的 类 似 转 座 因子 的 序列 也 确 


75.2 ” 转 座 因子 有 助 于 寄主 基因 或 基因 和 群 的 调控 

从 热 休克 到 电离 辐射 这 样 不 可 预测 的 事件 都 会 引起 基因 组 高 度 程序 化 的 反 
应 , 以 便 最 大 限度 地 降低 应 激 可 能 造成 的 损伤 , 麦克 林 托 克 为 此 创造 了 一 个 新 的 
专业 名 词 基因 组 休克 (genomic shock)。 在 休克 应 激 机 制 的 形成 过 程 中 转 
座 因子 可 能 起 着 十 分 重要 的 作用 。 研 究 表明 , 免疫 系统 中 实现 DNA 水 平 的 V- 
(D)-J 重 排 的 重组 酶 是 从 转 座 酶 演化 而 来 的 , 因此 我 们 可 以 用 哺乳 动物 免疫 细胞 
中 特异 性 DNA 重 排 机 制 与 转 座 因子 的 关联 为 例 来 说 明 这 个 问题 。 

为 了 产生 对 应 不 同 抗原 的 抗体 ,B 细 胞 和 工 细 胞 的 免疫 球 蛋 白 基因 区 段 排 
列 着 多 个 可 变 区 (variable region, V), X (diversity region, D) 和 连接 区 
(joining region, J), 这 些 区 域 之 间 在 DNA 水 平 上 的 不 同 重 排 产 生 了 遗传 学 上 
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的 多 样 性 。 每 一 个 片段 都 相当 于 一 个 外 显 子 , 它 的 两 侧 都 装 有 特定 的 反 向 重 
复 序列 , 称 为 重组 信号 序列 (recombination signal sequence, RSS), 这 些 反 向 
重复 序列 类 似 于 DNA 转 座 子 的 端 部 反 向 重复 序列 (terminal inverted repeats, 
TIR )。 一 个 两 侧 装 有 RSS 的 内 含 子 的 结构 可 被 看 作 非 自主 型 转 座 子 。 负 责 
DNA 重 组 的 两 个 基因 Ragl 和 Rag2 编 码 的 主要 蛋白质 是 转 座 酶 , 它们 识别 位 
于 免疫 球 和 蛋白 基因 内 编码 序列 两 侧 的 RSS 反 向 重复 序列 (图 7-28a)。 在 每 一 
个 B 细 胞 或 细胞 前 体 细胞 中 ,RAG 和 蛋白 识别 并 结合 于 不 同 的 RSS 连接 端 , 进 
而 切除 内 含 子 区 域 , 这 或 可 被 认为 是 非 自 主 型 转 座 子 的 切除 过 程 (图 7-28b )。 
随后 就 形成 了 一 个 与 未 经 修饰 的 基因 组 序列 不 同 却 包含 了 编码 序列 的 免疫 球 
蛋白 基因 (图 7-28c)。 因 为 每 个 免疫 细胞 中 与 RAG 转 座 酶 作用 的 RSS 序 列 是 
不 一 样 的 ,或 者 说 是 各 具 特 征 的 ,由 此 产生 的 切除 事件 也 是 不 一 样 的 , 所 以 不 
同 的 免疫 细胞 具有 编码 不 同 免疫 球 和 蛋白 的 潜能 (图 7-28d)。 这 样 , 经 过 切除 
剪接 以 后 , 重新 排列 的 免疫 球 和 蛋白 基因 就 能 转录 和 翻译 出 对 应 不 同 抗 原 的 抗 
体 了 。 

转 座 因子 及 转 座 酶 在 免疫 系统 中 实现 DNA 水 平 的 V-(D)-J 重 排 过 程 中 的 
重要 性 , 暗示 转移 性 遗传 因子 在 个 体 发 育 中 有 可 能 是 十 分 活跃 的 , 它 在 一 定 程度 
上 或 一 定 范围 和 时 间 段 内 , 可 能 起 着 某 种 聚集 和 构筑 协同 表达 的 “基因 集团 ”的 
媒介 作用 。 

实验 表明 转移 因子 的 跳跃 和 转移 与 一 般 的 基因 重组 是 由 不 同 的 酶 系 所 众 化 。 
那么 , 这 两 套 涉及 DNA 重 排 的 功能 系统 是 不 是 代表 着 相辅相成 的 两 种 重新 排列 
和 组 合 遗 传 物质 的 基本 方式 呢 ? 一 般 的 重组 解决 同 源 遗 传 物质 间 的 交换 重组 问 
题 ,转移 因子 的 转 座 有 可 能 解决 非 同 源 遗 传 物质 间 的 结构 重 排 问题 。 有 时 转移 因 
子 还 可 能 起 着 物种 之 间 基 因 交 流 的 桥梁 作用 。 

病毒 和 真 核 生物 基因 组 的 关系 跟 喉 菌 体 、 质 粒 和 细菌 基因 组 的 关系 十 分 
相似 , 那么 病毒 除了 起 致 病 、 致癌 作用 外 , 在 正常 情况 下 是 不 是 对 寄主 细胞 有 
某 种 积极 的 贡献 ? 例如 , 真 核 生 物 基 因 结 构 的 改变 、 基 因 功 能 的 表达 、 基 因数 
量 的 扩 增 等 , 是 不 是 在 某 种 条 件 下 也 有 借助 于 某 些 病毒 , 或 者 具有 病毒 样 结构 
的 转 座 因子 的 地 方 呢 ? 这 并 不 是 完全 不 可 能 的 。 人 和 高 等 动物 的 某 些 生理 功 
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图 7-28 B 细 胞 和 T 细 
胞 经 过 V-(D)-J 跃 迁 
形成 特异 性 DNA 分 子 
重 排 ( 改 自 R.K. Slotkin ) 
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能 , 如 消化 吸收 、 维生素 合成 和 微量 元 素 的 吸收 不 是 也 在 不 同 程度 上 求助 于 某 
些 消化 道 寄 生 菌 吗 ? 肠 道 菌 系 平衡 失调 甚至 还 会 引起 疾患 。 近 年 来 兴起 的 宏 
基因 组 学 (metagenomics ) 就 是 着 眼 于 生存 于 同一 个 环境 中 的 不 同 的 生物 及 其 
基因 组 之 间 错 综 复 杂 的 相互 关系 的 一 个 生命 科学 新 领域 。 在 生物 演化 的 漫长 
进程 中 , 转 座 因子 的 确 具有 某 种 潜能 来 参与 重新 构建 生殖 系 细 胞 或 体 细胞 的 
基因 表达 网 络 。 


75.3 转 座 因 子 有 助 于 形成 表 观 遗传 调控 机 制 

表 观 遗传 机 制 是 怎样 演化 而 来 的 ? 这 个 问题 最 为 确切 的 答案 可 能 就 基于 真 
核 生 物 行使 着 远 比 原核 生物 复杂 且 精 细 得 多 的 表 观 遗传 机 制 , 包括 阻 过 蛋白 复合 
体 、 组 蛋白 甲 基 化 ,RNA 干扰、 重组 调控 复合 体 和 植物 中 特有 的 RNA 指 导 的 DNA 
甲 基 化 等 。 这 一 系列 机 制 都 涉及 染色 体 的 结构 状态 和 基因 表达 的 调控 (图 7-29)。 

以 动物 为 材料 的 实验 也 提示 转 座 因子 与 表 观 遗传 调控 密切 关联 。 如 果 将 
红眼 基因 (red, +) 通过 转基因 技术 插入 黑 腹 果 蝇 4 号 染色 体 的 不 同位 置 , 就 会 发 
现 转基因 插入 位 点 与 转 座 因子 的 距离 直接 决定 了 产生 特征 性 位 置 效 应 性 色 斑 
(position effect variegation, PEV ) 的 程度 。 实 验 中 转基因 插入 染色 体 的 位 置 可 以 
接近 转 座 因子 所 在 区 段 , 也 可 以 接近 功能 性 基因 所 在 区 段 , 实验 中 果 蝇 呈现 的 表 
型 因 转基因 插入 位 置 不 同 而 不 同 。 图 7-30 用 红色 三 角形 表示 转基因 果 蝇 的 眼睛 
EAE, 用 斑驳 的 三 角形 表示 转基因 果 蝇 的 眼睛 带 不 均匀 的 色 斑 。 我 们 可 以 发 





可 遗传 的 基因 沉默 








HKO 
H3K27 甲 基 化 


Ld 
H3K36 甲 基 化 
H3K4 甲 基 化 


HBKAZ RIE 
H3K9Z _ 栈 化 


&"CG &"CHG &"CHH 


7-29 ”各 种 表 观 遗传 调控 机 制作 用 模式 ( 改 自 C. Miguel 4) 
植物 特有 的 RNA 指 导 的 DNA 甲 基 化 (RdDM) 涉 及 两 种 植物 特异 性 RNA 多 聚 酶 (pol IV 
Ail pol V ), 一 种 RNA 依 赖 的 RNA 多 聚 酶 (RDR2), 一 种 切割 双 链 RNA 的 酶 (DCL3), 以 及 一 种 
Argonaute 家 族 的 RNA 结 合 蛋 白 (AGO4)。"CG、"CHG 和 "CHH 是 基于 "CPG 的 前 后 序列 不 同 
的 胞 喀 啶 甲 基 化 形成 。 
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现 , 凡是 揪 和 人 位 置 靠 近 基 因 组 中 功能 活跃 的 基因 区 段 的 转基因 > 的 表 型 是 红眼 ， 
而 插入 位 置 靠近 转 座 因子 或 完全 插入 转 座 因子 序列 的 转基因 + 的 表 型 就 会 呈现 
出 程度 不 等 的 色 斑 。 实 验 还 提示 果 晶 4 号 染色 体 的 大 部 分 区 域 由 异 染 色 质 组 成 ， 
基因 则 主要 聚集 于 散在 的 基因 岛 (gene islands), 也 提示 插入 这 些 区 域 的 转基因 
很 可 能 因 受 到 异 染 色 质 区 持续 的 表 观 遗传 调控 而 呈现 不 同 程度 的 沉默 。 

回顾 第 5 章 讲 到 的 一 个 例子 , 将 源 自 逆转 座 子 的 内 质 网 湾 泡 内 A 颗 粒 
(intracisternal A-particle, IAP) 插入 小 鼠 的 4goxw 基 因 , IAP 携 带 的 隐 含 启动 子 就 
会 启动 4gouti 基 因 的 异 位 转录 表达 ,而 该 启动 子 区 域 中 CpG 岛 的 差异 甲 基 化 则 会 
造成 部 分 细胞 中 的 Agouti 基 因 表 达 受 抑 , 甚至 完全 沉默 , 使 小 鼠 的 毛色 出 现 从 以 
黄色 为 主 到 杂 以 大 小 不 等 的 棕 褐 色 斑 块 的 复杂 表 型 (图 $-29 )。 

哺乳 动物 DNA 甲 基 转 移 酶 基因 克隆 成 功 时 ,学 者 们 立刻 意识 到 这 与 原核 生 
物 的 限制 修饰 酶 的 甲 基 转 移 酶 结构 域 是 相似 的 。 真 核 生 物 表 观 遗 传 调 控 机 制 在 
生物 演化 上 的 起 源 基础 是 细菌 区 分 内 源 DNA 与 只 菌 体感 染 或 水 平 转移 的 外 源 人 
侵 DNA 的 一 种 保护 机 制 。 真 核 生 物 和 原核 生物 都 广泛 存在 胞 喀 啶 甲 基 化 , 真 核 
生物 还 进一步 在 细菌 的 限制 -修饰 系统 基础 上 , 通过 衍生 出 新 的 识别 和 结合 机 制 
而 演化 成 更 为 完整 的 表 观 遗传 修饰 系统 。 与 DNA 甲 基 化 机 制 演 化 平行 的 是 组 蛋 
白 修饰 酶 和 基于 RNA 的 沉默 机 制 ,如 RNA 干 扰 。 细 胞 内 可 扩散 的 RNA 小 分 子 是 
以 基因 组 的 转录 产物 为 靶 标 的 最 为 重要 的 基因 沉默 机 制 的 执行 者 , 这 意味 着 新 的 
逆转 座 因子 不 能 借助 转 座 来 逃避 真 核 基因 组 对 它 的 调控 , 也 就 不 可 能 引起 染色 体 
或 基因 组 的 结构 和 功能 紊乱 。 

真 核 生 物 对 付 转 座 因子 可 能 造成 “扰乱 ”的 各 种 机 制 聚焦 的 核心 问题 就 是 
调动 一 切 手段 来 减少 DNA 复制 和 DNA 损 伤 修复 中 位 置 不 准确 或 错误 的 DNA 
重组 , 以 确保 基因 组 和 染色 体 的 稳定 。 无 论 植物 还 是 动物 都 用 表 观 遗传 机 制 调 
控 基 因 组 内 转 座 因子 的 扩 增 。 另 一 个 关键 问题 是 基因 组 必须 有 能 力 通过 多 种 
机 制 来 实现 生长 和 发 育 过 程 中 不 同 基因 的 差异 性 表达 , 而 最 为 稳定 的 机 制 也 就 
是 包含 DNA 甲 基 化 和 组 蛋白 修饰 , 以 及 可 扩散 RNA 为 介 导 的 转录 调控 机 制 。 
在 生殖 细胞 发 生 过 程 中 一 个 重要 的 表 观 遗传 重 编程 事件 是 导致 两 性 配子 的 基 
因 表达 模式 差异 的 基因 印迹 现象 , 而 近期 有 研究 表明 , 转 座 因子 也 在 其 中 扮演 


图 7-30 P 转 座 子 插 
入 位 置 对 果 蝇 红眼 基 
因 表达 的 影响 示意 ( 改 
自 R.K. Slotkin 等 ) 
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了 某 种 核心 作用 。 现 在 这 些 机 制 已 经 成 了 一 套 紧 密 关联 的 调控 网 络 。 有 的 学 
者 甚至 认为 , 转 座 因子 在 真 核 生物 基因 组 中 的 不 断 积累 就 是 为 了 保留 和 改善 表 
观 沉默 机 制 。 

非常 有 趣 的 是 真 核 生 物 基因 组 用 来 阻 过 和 抵御 转 座 因子 转 座 和 扩 增 的 一 套 
方法 ,竟然 在 生物 演化 过 程 中 发 展 成 了 对 自身 基因 组 的 结构 扩展 和 功能 完善 至 关 
重要 的 一 整套 调控 机 制 ,例如 某 些 哺乳 动物 染色 体 复 制 必需 的 端 粒 酶 与 逆转 座 子 
编码 的 逆转 录 酶 从 生物 演化 角度 可 以 讲 是 “ 亲 威 ”"。 此 外 ,染色体 的 中 心 粒 不 仅 
自身 由 大 量 重复 序列 组 成 , 它 的 四 周 也 围 聚 着 许多 转 座 子 。 大 自然 的 造化 有 时 真 
的 令 人 菲 夷 所 思 。 

真 核 基因 组 中 存在 的 大 量 转 座 因子 显然 并 不 是 过 去 被 某 些 人 称 为 的 “自私 
的 垃圾 DNA” ,恰恰 相反 , 转 座 因子 很 可 能 对 寄主 的 生存 和 生物 演化 有 着 广泛 而 
深远 的 积极 作用 。 总 之 ,转移 性 遗传 因子 的 存在 大 大 增加 了 真 核 生物 基因 组 的 能 
动 性 ,这 必定 与 真 核 生物 的 分 化 、 发 育 \ 变 异 和 演化 密切 相关 。 我 们 对 转移 因子 的 
了 解 还 在 继续 深入 的 过 程 之 中 , 虽然 我 们 知道 了 一 些 转移 因子 的 结构 和 功能 , 提 
出 了 一 些 作 用 模式 ,还 设计 出 了 多 种 遗传 工程 战略 战术 和 广泛 用 于 实验 研究 的 工 
具 性 载体 分 子 , 但 是 我 们 也 要 清醒 地 看 到 , 所 有 这 些 比 起 转移 因子 的 发 现 所 提出 
的 新 问题 ,还 只 是 刚刚 起 步 。 
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图 8-1 化 合 物 的 动物 
致癌 性 和 细菌 致 突变 
性 之 间 的 相关 


第 8 章 “肿瘤 分 子 遗 传 学 进展 


曾经 有 许多 文献 讨论 过 癌 细 胞 与 正常 细胞 的 区 别 , 涉及 细胞 形态 、 代 谢 
特性 、 生 长 行为 增殖 速度 、 表 面 抗 原 、 膜 蛋白 ,以 及 对 某 些 生 长 因素 的 需求 等 
方面 。 在 这 么 多 的 差异 中 , 究竟 哪 一 种 是 癌变 的 本 质 ? 哪 一 种 反映 了 问题 的 
核心 ? 

1970 年 前 后 , 著名 的 生 
化 遗传 学 家 埃 姆 斯 (B. Ames) 
领导 的 实验 室 , 用 沙门 菌 
(Salmonella typhimurium) 的 
组 氨 酸 缺陷 突变 型 的 回复 突 
变 实 验 研 究 了 许多 致癌 物 的 
BEE, 发 现 化 合 物 的 致 突 
变性 和 致癌 性 之 间 相 关 程 度 
非常 高 (图 8-=1), 提示 致癌 过 
程 的 最 终 靶 分 子 是 DNA。 这 

致癌 性 (一 ) 种 观点 的 实质 就 是 , 认为 细 

胞 恶性 转化 的 必要 前 提 是 遗 

传 物质 的 损伤 和 基因 结构 的 改变 。 此 后 , 具有 引起 细胞 恶性 转化 能 力 的 DNA 片 

段 , 即 所 谓 的 癌 基 因 (oncogene) 及 其 编码 的 蛋白 就 成 了 肿瘤 分 子 生物 学 研究 的 重 
要 内 容 。 

细胞 异常 快速 增殖 是 肿瘤 的 一 个 显著 特征 。 然 而 , 对 于 多 细胞 生物 机 体 而 
言 , 器 官 及 其 组 织 中 细胞 总 数 的 稳定 是 至 关 重 要 的 , 这 涉及 细胞 增殖 和 细胞 程序 
性 死亡 , 即 凋 亡 之 间 的 平衡 , 还 与 DNA 损 伤 修复 密切 相关 。 一 旦 同一 个 细胞 积 
累 了 多 个 与 增殖 、 凋 亡 和 DNA 损 伤 修复 关联 的 基因 突变 , 或 者 因 表 观 遗 传 修饰 
而 改变 了 这 些 基 因 的 正常 表达 , 都 有 可 能 导致 细胞 数目 的 异常 , 甚至 恶性 肿瘤 的 
发 生 。 这 个 思想 的 核心 理念 就 是 细胞 恶性 生长 的 根本 原因 是 机 体 相 关 器 官 和 组 
织 细 胞 中 癌 基 因 、 肿 瘤 抑制 基因 和 DNA 损 伤 修复 基因 等 调控 细胞 数量 的 基因 突 
变 或 表 观 遗传 修饰 异常 , 或 者 说 细胞 增殖 加 快 只 是 肿瘤 的 表象 , 而 肿瘤 的 本 质 是 
细胞 增殖 机 制 因 遗传 或 表 观 遗传 异常 而 失控 。 

本 章 将 从 癌 基 因 的 发 现 出 发 一 步 一 步 曾 述 肿瘤 分 子 遗 传 学 的 萌芽 和 发 展 历程 。 






致癌 性 
非 诱 变 剂 


诱 变性 (一 ) 


诱 变 剂 
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88.1 ”肿瘤 病毒 和 癌 基 因 


正常 细胞 变 为 具有 癌 细 胞 生长 特性 的 细胞 的 过 程 称 为 恶性 转化 ,细胞 的 自发 
恶性 转化 率 是 很 低 的 ,但 是 某 些 理 化 因素 和 肿瘤 病毒 会 以 很 高 的 频率 导致 正常 细 
胞 恶性 转化 。 本 节 主 要 讨论 病毒 致癌 问题 。 

第 6 章 提 到 过 的 劳 斯 肉瘤 病毒 是 一 种 能 导致 细胞 恶性 转化 的 RNA 肿瘤 病 
毒 。1970 年 有 人 分 离 到 了 劳 斯 肉瘤 病毒 的 一 种 突变 型 , 它 能 正常 地 复制 和 增 
殖 并 完成 病毒 的 发 育 周期 , 但 却 丧 失 了 使 寄主 细胞 发 生 恶性 转化 的 能 力 。 生 
化 分 析 表 明 这 种 突变 型 病毒 的 RNA 的 分 子 量 比 野生 型 病毒 的 RNA 分 子 要 小 
些 , 是 一 种 缺失 突变 型 。 缺 失 的 RNA 片段 是 和 病毒 增殖 无 关 而 与 导致 寄主 细 
胞 恶性 转化 直接 相关 。 这 一 段 就 是 “ 癌 基 因 ” ,长度 约 占 原 病毒 基因 组 的 15%， 
相当 于 1 350 bp。 可 编码 含 450 个 氨基 酸 的 蛋白 质 。 用 常规 的 分 子 生物 学 技术 
可 以 分 离 到 这 段 RNA 的 互补 DNA( 图 8-2)。 如 果 以 分 离 到 的 病毒 癌 基 因 (v 
onc) 为 分 子 探 针 , 就 可 以 在 人 类 基因 组 中 找到 与 六 ozc 同 源 的 细胞 原 瘤 基因 
( protooncogene, c-onc ) 

癌 基 因 是 怎样 引起 寄主 细胞 恶性 转化 的 呢 ?” 有 人 利用 鸟 类 肉瘤 病毒 的 温度 
敏感 突变 型 进行 了 实验 研究 。 在 限制 性 温度 条 件 下 , 突变 型 病毒 可 以 复制 增殖 但 
不 能 转化 寄主 细胞 , 在 允许 温度 条 件 下 ;复制 和 转化 两 个 过 程 都 能 进行 。 研 究 表 
明 这 种 温度 敏感 突变 型 肿瘤 病毒 引起 的 成 纤维 细胞 恶性 转化 是 完全 可 逆 的 , 只 需 
把 细胞 培养 物 从 允许 温度 移 至 限制 温度 ,转化 细胞 又 会 回复 为 正常 细胞 。 对 比 温 
度 变化 前 后 的 细胞 , 发 现 两 者 的 不 同 在 于 转化 细胞 有 癌 基 因 编 码 的 蛋白 产物 , 而 





RNA 


Soe 
onc (#91 350 nt) AX & onc 
[erz + dNTP* [irr + dNTP* 
双 链 cDNA 双 链 cDNA 
| PS es ae | 
DNA 内 切 酶 | PNA 内 切 酶 
at Ea eee Be) eed 
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变性 后 加 入 过 量 的 放射 性 标 
= E 


不 能 形成 DNA-RNA 杂 合 = 至 此 二 =n 元 余 的 放射 性 
双 链 的 wonc 可 制 成 分 子 探 Pa 6 BSS == fe 
针 来 探查 人 细胞 中 的 原 癌 | nm | 杂 合 双 链 分 子 


基因 c-onc onc 


om [ARER] 





图 8-2 从 病毒 基因 组 
分 离 癌 基因 的 实验 路 
线 示意 
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正常 细胞 没有 这 种 蛋白 质 。 这 表明 发 生 了 温度 敏感 突变 的 病毒 基因 就 是 编码 这 
种 致癌 蛋白 的 癌 基 因 。 实 验 分 析 结 果 表 明 病 毒瘤 基因 编码 的 蛋白 质 是 一 种 能 造 
成 肉瘤 的 蛋白 , 定名 为 肉瘤 生成 蛋白 (sarcoma-producing protein), 这 个 癌 基 因 也 
因此 被 定名 为 src。src 是 第 一 个 被 分 离 的 癌 基 因 , 也 是 第 一 个 了 解 基因 产物 的 癌 
基因 。 

进一步 的 研究 表明 , sc 基因 的 功能 表达 不 仅 是 建立 细胞 的 “转化 态 ” 所 必需 
的 ,也 是 维持 转化 态 所 必需 的 。src 基 因 编 码 的 蛋白 质 分 子 量 为 60 000, BEWA 
酸 激 酶 活性 , 正式 名 称 是 pp60“。 在 鸟 类 肉瘤 病毒 转化 的 细胞 蛋白 质 中 , 磷酸 化 
酷 氨 酸 的 含量 为 未 转化 细胞 蛋白 质 的 10 倍 , 表明 转化 细胞 和 蛋白质 中 磷酸 化 酪 氨 
酸 含量 也 许 和 转化 表 型 密切 相关 。 

到 20 世 纪 80 年 代 中 期 , 科学 家 们 运用 重组 DNA 技 术 已 经 分 离 和 克隆 了 20 
多 种 病毒 癌 基 因 , 每 一 种 癌 基 因 都 编码 干扰 细胞 正常 代谢 和 增殖 的 蛋白 质 。 这 些 
癌 基 因 的 蛋白 产物 有 的 在 细胞 核 内 ,有 的 在 细胞 质 内 , 还 有 的 在 细胞 膜 上 。 当 时 
人 们 对 它们 的 功能 和 它们 各 自在 引起 细胞 恶性 转化 中 的 作用 仍然 是 不 其 清楚 的 ， 
但 已 经 明白 大 多 数 癌 基 因 转 染 的 细胞 都 会 发 生 恶性 转化 ,大 多 数 转化 细胞 都 能 在 
无 胸腺 而 出 现 免疫 缺陷 的 裸 鼠 体内 诱发 肉瘤 发 生 。 这 些 病毒 癌 基 因 及 其 蛋白 产 
物 的 作用 模式 主要 有 三 种 。 

1. 磷酸 化 ”如 病毒 转化 蛋白 src .erb-B \fms ros, yes, mos, abl 和 fes/fps 等 ,这 
些 蛋白 有 的 本 身 就 有 着 酷 氨 酸 激酶 或 丝氨酸 / 苏 氨 酸 激酶 活性 , 是 导致 寄主 细胞 
蛋白 质 磷酸 化 的 重要 因素 。 有 的 病毒 癌 基 因 产 物 是 细胞 表面 受 体 的 配 体 ,有 的 受 
环 腺 苷 酸 的 调控 , 起 间接 磷酸 化 作用 。 这 些 反 应 大 都 发 生 于 细胞 质 膜 , 被 磷酸 化 
AA) EA a a TE SE, 或 一 边 伸 出 膜 外 ,或 一 侧 离 于 膜 内 。 这 些 转 化 蛋白 
在 蛋白 质 水 平 通过 磷酸 化 改变 相关 和 蛋白质 的 生理 活性 。 

2. 启动 DNA 合 成 ”无 休止 的 合成 DNA 是 亚 性 生长 细胞 的 特征 性 表 型 , 有些 
转化 蛋白 如 猴 病 毒 SV40 的 转化 蛋白 T(SV-T) 和 多 瘤 病 毒 的 Py-T, 都 可 能 有 直 
接 启动 DNA 合成 的 作用 。 

3. 调节 转录 有 些 转 化 蛋白 如 El1A Almyc, 都 能 通过 抑制 或 刺激 的 方式 影 
响 细胞 基因 组 的 基因 转录 , 这 种 影响 可 能 涉及 启动 子 或 增强 子 与 转化 蛋白 的 相互 
作用 ,提示 转化 蛋白 能 在 RNA 合成 层次 发 挥 作用 。 

病毒 癌 基 因 编 码 的 转化 蛋白 类 型 多 、 分 布 广 ,以 及 作用 途径 多 种 多 样 ,都 在 某 
种 程度 上 反映 出 细胞 的 癌变 是 一 个 复杂 且 多 阶段 的 细胞 反应 过 程 。 表 8-1 列 举 
了 若 于 有 代表 性 的 细胞 原 癌 基因 及 其 编码 蛋白 在 细胞 中 的 分 布 和 基本 功能 。 


表 8-1 部 分 原 癌 基 因 及 其 编码 蛋白 在 细胞 中 的 分 布 和 功能 





核 内 转录 调控 因子 
jun ana 转录 因子 
fos 细胞 核 转录 因子 


erbA 细胞 核 省 体 受 体 家 族 成 员 
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ie 


细胞 间 信 号 转 导 分 子 


abl 细胞 质 蛋白 质 酷 氨 酸 激酶 
raf 细胞 质 蛋白 质 酷 氨 酸 激酶 
gsp 细胞 质 G&A a Wt 
ras 细胞 质 GTP/GDP 结 合 蛋白 
细胞 有 丝 分 裂 原 
sis 细胞 外 被 分 泌 的 生长 因子 
有 丝 分 裂 原 受 体 
erbB 跨 膜 受 体 蛋 白 酷 氨 酸 激酶 
fms 跨 膜 受 体 蛋 白 酷 氨 酸 激酶 
细胞 凋 亡 抑制 因子 
bcl2 细胞 质 Caspase* 级 联 的 上 游 抑制 因子 


+ Caspase 是 细胞 凋 亡 相关 和 蛋白酶 半 胱 氨 酸 依赖 的 天 冬 氨 酸 专 一 性 蛋白 酶 (cysteine aspartic acid specific 
protease) 的 缩写 ,这 个 酶 系 成 员 直 接 启动 细胞 凋 亡 的 级 联 效 应 。 


88.2 ”化 学 转化 的 实验 研究 


在 研究 病毒 癌 基 因 的 同时 , 化 学 诱 变 剂 诱发 细胞 转化 的 实验 , 以 及 转化 细 
胞 DNA 的 转 染 实验 也 迅速 开展 起 来 了 。 其 中 以 美国 麻 省 理工 学 院 温 伯 格 (R. 
Weinberg) 实验 室 的 施 嘉 禾 等 的 开创 性 研究 最 具 代表 性 。 

埃 姆 斯 等 的 研究 虽然 提示 细胞 恶性 转化 和 肿瘤 发 生 是 和 DNA 结构 改 变 有 
K, 但 并 没有 直接 的 证 据 , 而 施 嘉 禾 等 的 工作 运用 DNA 转移 技术 证 明 , 化 学 诱 变 
剂 处 理 后 出 现 了 转化 表 型 的 细胞 DNA 的 确 携带 了 决定 恶性 转化 的 遗传 信息 。 他 
{iJ FA 3- A St HE # (3-methylcholanthrene, 3MC), 4# 3f (a) të [ benzo (a) pyrene, 
BP ] 和 7, 12-— P HÆJ H (7, 12-dimethylbenzanthracene, DMBA ) 等 化 学 致癌 
物 处 理 各 种 不 同 来 源 的 细胞 。 然 后 将 出 现 了 恶性 转化 性 状 的 转化 细胞 的 DNA 分 
离 纯化 , 用 磷酸 钙 共 沉 法 转 染 小 鼠 成 纤维 细胞 株 NIH3T3 , 借以 测定 供 体 DNA 在 
受 体 细胞 中 的 转化 活性 。 选 择 NIH3T3 作 为 转化 实验 的 受 体 细胞 有 两 个 原因 : 
D 与 其 他 咕 具 类 动物 来 源 的 细胞 株 系 相 比 , NIH3T3 吸 收 具 有 完整 的 生物 学 活 
性 的 DNA 片 段 的 效率 比较 高 ; Q 它 的 生长 具有 接触 抑制 特性 , 因而 能 形成 透明 
度 高 的 细胞 单 层 , 易于 观察 在 单 层 细胞 上 形成 的 转化 细胞 集落 。 一 般 来 讲 , 用 外 
源 DNA 转 染 2~3 星 期 即 可 观察 结果 。 转 化 细胞 集落 的 形态 特征 是 交互 至 合生 
长 和 高 度 的 折光 性 , 在 细胞 单 层 背景 上 能 形成 密集 堆砌 、 染 色 特 深 的 集落 。 转 
化 实验 能 否 说 明 问题 的 关键 是 对 照 的 设置 , 实验 设置 的 对 照 不 但 应 该 包括 未 转 
染 外 源 DNA 的 NIH3T3 培 养 物 , 还 应 该 包括 一 组 未 经 诱 变 剂 处 理 的 对 照 细 胞 的 
DNA 的 转 染 对 照 。 此 外 ,为 了 避免 主观 误差 , 实验 应 采用 双 盲 法 。 双 盲 也 包括 
两 个 方面 : D 取 自 转化 细胞 和 对 照 细 胞 的 DNA 样 品 应 编码 后 转 染 , 不 使 实验 者 
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知道 供 体 DNA 的 来 源 ; @ 在 分 析 受 体 细胞 克隆 是 否 是 转化 细胞 集落 时 , 对 所 有 
的 培养 物 进行 编码 , 避免 判定 的 倾向 性 。 直 到 分 析 和 判定 结束 后 , 再 公布 编码 内 
容 并 进行 统计 分 析 。 施 嘉禾 的 实验 表明 有 5 株 3MC 处 理 后 出 现 转化 细胞 表 型 的 
C3H10T 1/2 细胞 和 一 株 BALB3T3 细胞 的 DNA 具有 很 高 的 、 可 重复 的 转移 恶性 转 
化 活性 的 能 力 , 每 微克 转化 细胞 DNA 可 产生 0.1~0.2 个 转化 细胞 集落 。 他 还 进 一 
步 做 了 连续 转 染 实 验 ,以 证 实 DNA 是 恶性 转化 性 状 的 遗传 信息 载体 ( 表 8-2)。 


表 8-2 转化 表 型 的 连续 转移 





初级 转 染 Al Re 
MC5-5 
20 29% /75 ug DNA 28 429% /75 hg DNA 
( 源 自 BALA3T3) ”20 集落 75 ugDNA_。Mc5-5.6 集落 15HEDNA ，NMG5 5 6-4 
(染色 体 ) ( 纯 DNA) 
MAD 5~12 429% /75ug DNA 10~37 429% /75ug DNA 
~ g g 
i 一 一 一 一 一 一 一 和 MCA16-5 — 一 ”一 »MCAl6-5-l 
( 源 自 ( 纯 DNA) ( 纯 DNA) 


C3H10T1/2) 


在 这 套 实验 中 , 值得 注意 的 还 有 两 点 : D 作为 转化 技术 程序 的 对 照 , 作者 还 
加 了 一 个 由 逆 病 毒 转化 受 体 细胞 的 阳性 对 照 组 ; @ 为 了 排除 第 二 级 转化 受 第 一 
级 转化 细胞 污染 的 可 能 性 ,用 酶 和 去 污 剂 去 除了 供 体 DNA 中 的 杂质 ,并 用 限制 性 
内 切 酶 Eco R | 处 理 和 病毒 探 针 杂 交 等 手段 判定 DNA 的 细胞 来 源 。 在 上 述 转化 
实验 中 ,作为 供 体 细胞 的 BALB3T3 和 C3H10T1/2, 与 作为 受 体 细 胞 的 NIH3T3 的 
DNA Eco R 工 酶 切 电泳 谱 是 互 不 相同 的 。 这 套 设计 严密 而 精巧 的 实验 第 一 次 
证 明 致 癌 性 诱 变 剂 的 作用 是 引起 细胞 DNA 结构 的 改变 , DNA 分 子 是 致癌 过 程 的 
HOT, 是 恶性 转化 性 状 的 遗传 信息 载体 。 不 久 , 又 进一步 证 明 化 学 诱 变 剂 处 理 
后 的 转化 细胞 的 DNA 对 裸 鼠 是 有 致癌 性 的 。 

施 嘉 禾 等 的 工作 的 意义 还 为 我 们 建立 了 一 套 测定 DNA 片段 的 恶性 转化 活性 
的 检测 方法 。 在 短 短 几 年 内 , 多 种 化 学 诱 变 剂 和 致癌 物 处 理 后 的 转化 细胞 DNA、 
多 种 动物 肿瘤 和 人 肿瘤 细胞 来 源 的 DNA 均 在 这 个 实验 系统 中 证 实 了 各 自 的 恶性 
转化 活性 。 如 果 配 合 限 制 性 内 切 酶 谱 分 析 , 将 有 可 能 把 携 有 转化 活性 的 DNA 片 
段 缩 短 到 最 低 限 度 ,估算 出 致癌 DNA 序 列 的 长 度 , 乃 至 测 出 其 序列 。 

利用 小 鼠 成 纤维 细胞 NIH3T3 检 测 人 肿瘤 细胞 DNA 转化 活性 的 实验 研究 还 
有 一 个 意 想不到 的 好 处 , 人 们 可 以 利用 人 类 基因 组 所 特有 的 4 重复 序列 ,来 分 
离 人 肿瘤 细胞 中 有 转化 活性 的 DNA 片 段 ( 关 于 Alu 序 列 可 参阅 第 7 章 § 7.4 节 )， 
具体 实验 步骤 如 下 : 

(1) 先 从 人 体 肿 瘤 细 胞 中 提取 和 纯化 DNA。 

(2) 转 染 NIH3T3 细胞 。 

(3) 分 离 并 扩 增 转化 细胞 ,再 提取 和 纯化 转化 细胞 DNA。 

(4) 用 第 一 次 转化 得 到 的 转化 细胞 DNA 再 次 转 梁 NIH3T3 细胞 , 在 小 鼠 细 胞 
中 连续 转化 可 排除 与 转化 潜能 无 关 的 人 源 DNA。 

(5) 从 第 二 次 转化 获得 的 转化 细胞 中 分 离 和 提纯 DNA。 然 后 , 用 限制 性 内 
切 酶 做 不 完全 消化 ,得 到 长 短 不 等 的 DNA 片段 。 
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(6) 与 采用 同一 种 内 切 酶 处 理 的 哈 菌 体 DNA 做 基因 重组 , 并 将 重组 DNA 包 
里 于 哈 菌 体 的 蛋白 外 壳 , 制 成 第 二 轮转 化 细胞 DNA 的 基因 文库 (gene library )。 

(7) HER T EH DNA 的 吹 菌 体感 染 敏感 的 寄主 细胞 并 使 之 形成 叹 菌 斑 。 
再 将 喉 菌 斑 影印 在 硝酸 纤维 膜 上 , 用 放射 性 同位 素 标记 的 4lu4 探 针 做 分 子 杂 交 ， 
找 出 含有 Alu 序 列 的 人 源 DNA FIL BEX BE DNA 的 噬菌体 。 

(8) 扩 增 哈 菌 体 , 提 取 并 纯化 DNA。 

(9) 做 NIH3T3 细胞 的 转 染 , 再 分 离 转化 细胞 。 扩 增 后 分 离 和 纯化 转化 细胞 
DNA ,然后 仍 以 Alu 为 探 针 来 分 离 人 体 细胞 来 源 的 癌 基 因 。 

利用 分 离 到 的 人 体 肿 瘤 细 胞 癌 基 因 作 为 探 针 ,就 可 以 在 相应 的 人 体 正常 细胞 
中 探寻 与 活化 癌 基 因 同 源 的 、 无 转化 活性 的 原 癌 基因 (protooncogene)。 正 是 这 条 
思路 导致 了 1982 年 温 伯 格 领导 的 实验 室 和 巴 瓦 西 德 (M. Barbacid ) 领导 的 实验 室 
关于 癌 基 因 结 构 变 异 的 重大 发 现 。 下 面 将 以 温 伯 格 等 的 工作 为 例 来 讨论 这 项 发 
现 及 其 意义 。 


§8.3 ”人 癌 基 因 的 结构 变异 


温 伯 格 和 他 同事 的 研究 是 从 克隆 于 哈 菌 体 的 人 膀胱 癌 细 胞 株 EJ 的 癌 基 因 开 
始 的 。 限 制 性 内 切 酶 的 酶 谱 分 析 、NIH3T3 细 胞 的 转化 活性 测试 和 印迹 杂交 都 表 
BH , EJ 细胞 癌 基 因 (Eonc) 的 转化 活性 段 在 一 个 23 kb HJ Eco RI 片段 上 , 它 和 源 
于 大 鼠 肉 瘤 病 毒 的 癌 基 因 v-Ha-ras 是 同 源 的 。 进 一 步 的 转化 活性 分 析 又 进一步 
把 活性 片段 定位 于 上 述 片段 中 的 一 个 6.6 kb 的 Bam HI 片段 。 这 段 DNA 具有 很 
高 的 转化 活性 , 每 微克 这 种 DNA 能 在 NIH3T3 细 胞 单 层 上 诱发 5x 10? 个 转化 细 
胞 克隆 。 与 此 相反 ,来 源 于 正常 膀胱 上 皮 细 胞 的 同 源 DNA, 原 癌 基 因 c-Ha-ras 的 
6.6 kb Bam HI 片段 却 完全 没有 转化 活性 (图 8-3)。 为 了 找 出 这 两 段 功 能 截然 不 
同 的 DNA 的 结构 基础 , 温 伯 格 等 用 Xho I Sac I 、BstE I Xma I 和 Kpn | 等 多 
种 内 切 酶 处 理 EJ-onc 6.6 kb 片段 和 c-Ha-ras 6.6 kb 片段 , 竟 找 不 出 任何 区 别 。 为 
什么 功能 如 此 不 同 的 两 段 DNA 结 构 竟 会 如 此 相似 呢 ? 

答案 可 能 有 两 个 : D EJ-onc 和 c-Ha-ras 的 结构 是 一 样 的 , 只 是 在 膀胱 癌 细 
胞 中 表达 的 程度 大 大 超出 了 它 在 正常 的 膀胱 上 皮 细 胞 中 的 表达 程度 , 这 是 一 种 表 


ot 一 > ERR 一 -= 形成 肉瘤 
we S 
发 生 转 化 
注射 裸 鼠 一 -一 
无 形成 肿瘤 活性 Yas O -一 ~ 注射 裸 鼠 一 ~ 无 肿瘤 形成 


无 发 生 转 化 
图 8-3 EJ-onc 和 c-Ha-ras 转 化 活性 和 致 瘤 活 性 的 差异 
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图 8-4 各 种 不 同 来 源 
的 p21 蛋 白 的 电泳 图 谱 


达 量 的 差别 , 一 种 量 的 差异 ; © EJ-onc 和 c-Ha-ras 之 间 存 在 尚未 查 出 的 结构 差 
异 , 即 存在 某 种 质 的 差别 。 

以 EJ-onc DNA 制备 的 探 针 可 探测 细胞 中 转录 自 EJ-onc 的 mRNA, 这 是 一 段 
长 度 为 1.2 kb 的 RNA 分 子 。 分 析 表 明 膀 胱 癌 和 正常 膀 腾 上 皮 细 胞 中 的 这 种 特征 
性 mRNA 分 子 的 含量 水 平 是 相近 的 。 

是 不 是 EJ-onc 和 c-Ha-ras 的 细胞 表达 背景 不 同 造成 了 功能 差异 呢 ? 如 果 将 
这 两 段 DNA 都 转 信 同一 细胞 株 , 使 它们 在 相同 的 细胞 背景 下 行使 功能 ,就 可 弄 清 
上 述 问 题 。 温 伯 格 等 做 了 EJ-onc 和 c-Ha-ras 这 两 个 非 选择 性 DNA 片段 和 标志 
性 选择 基因 和 霉 酚 酸 抗 性 基因 (M" ) 的 协同 转移 实验 。 即 将 EJ-onc 的 DNA 和 ME- 
DNA 一 起 转 染 NIH3T3 细胞 , 然后 在 含 霉 酚 酸 的 培养 基 上 选 出 抗 性 细胞 , 再 提取 
并 测定 其 DNA 的 转化 活性 。 结 果 发 现 75% 的 抗 性 细胞 DNA 有 恶性 转化 活性 。 
相反 ,用 对 照 DNA c-Ha-ras 做 的 同样 实验 表明 ,没有 一 个 抗 性 细胞 的 DNA 有 转 

接着 又 从 转 人 了 上 述 DNA 片 段 的 NIH3T3 细 胞 中 分 离 出 EJ-onc 的 6.6 kb 
Bam HI 片段 和 c-Ha-ras 的 6.6 kb Bam HI 片段 , 分别 注射 裸 鼠 ,结果 前 者 5/5 致 
瘤 , 后 者 为 005。 最 后 又 对 NIH3T3 背景 上 两 段 基 因 的 转录 产物 和 翻译 产物 做 了 定 
量 分 析 , 两 者 的 1.2 kb 的 mRNA 含量 相近 。 其 编码 的 一 种 分 子 量 为 21 000 的 蛋白 
质 p21 的 含量 也 相近 。 这 一 系列 的 研究 清楚 地 表明 , 无 论 是 基因 表达 的 数量 差异 
还 是 基因 表达 的 背景 不 同 , 都 不 能 说 明 膀 胱 癌 的 发 病 机 制 。 实 验 研究 反复 提示 我 
们 的 是 癌 基 因 E/onc 编 码 的 特异 性 转化 蛋白 p21™”, 有 可 能 引起 细胞 的 恶性 转化 
和 裸 鼠 致 痛 , 而 c-H-ras 编 码 的 p21”，™ 既 无 转化 潜能 又 无 致 况 能 力 。 

在 分 析 从 NIH3T3 提取 的 p212 和 p21 ”~ 时 , 发 现 它 们 各 有 两 条 与 p21 蛋白 
相关 的 电泳 带 。 还 发 现 p21” 的 两 条 带 都 比 p21”” “的 相应 电泳 带 走 得 慢 些 (图 
8-4)。 因 为 没有 检 出 两 者 在 磷酸 化 程度 上 有 任何 差别 , 所 以 电泳 特性 上 的 差异 
可 能 反映 了 两 种 p21 和 蛋白 的 结构 不 同 或 构 型 不 同 。 如 果 对 膀胱 癌 EJ 细 胞 和 正常 
膀胱 上 皮 细 胞 的 相应 蛋白 质 做 类 似 的 比较 , 则 可 发 现 正常 细胞 中 的 两 条 p21 蛋白 

本 电泳 带 和 来 自 NIH3T3 的 p21" “相同 , 而 EJ 细 

Ò 。 ” 胞 则 出 现 4 条 p21 蛋白 电泳 带 , 其 中 两 条 和 p21B 

a 相当 , 其 余 两 条 和 p21””~ 相 当 。 这 就 表明 了 在 
$ © EJ 细胞 中 有 两 种 基因 表达 产物 , 在 分 子 水 平 上 看 
N g EJ-onc 和 等 位 基因 c-Ha-ras 是 等 显 性 的 ,在 导致 
细胞 恶性 转化 和 裸 鼠 致 瘤 这 两 个 性 状 上 Eonc 

基因 对 c-Ha-ras 呈 显 性 。 
为 了 在 DNA 分 子 一 级 结构 上 探寻 两 种 p21 
蛋白 结构 和 功能 差异 的 原因 , 温 伯 格 等 用 DNA 
重组 技术 , 把 6.6 kb 的 Bam HI 片段 的 不 同 酶 切 
片段 的 重组 分 子 , 即 一 系列 由 来 自 EJ-onc 和 cc- 
Ha-ras 不 同 的 内 切 酶 片段 拼接 而 成 的 6.6 kb Hr 
段 ,一 一 组 人 载体 质粒 pBR322, 扩 增 后 做 转化 活 
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图 8-5 EJ-onc 和 c-Ha-ras 分 子 克 隆重 组 体 的 结构 和 转 染 实验 结果 ( 改 自 C. J. Tabin 等 ) 


图 中 第 一 行为 6.6 kb AY Bam HI 片段 的 内 切 酶 酶 谱 图 , 其 中 黑 框 为 编码 外 显 子 的 区 域 。 以 
下 为 一 一 对 应 的 各 组 重组 体 ,其 中 红线 是 源 于 EJ-onc 的 片段 , 黑 线 为 源 于 c-Ha-ras 的 片段 。 所 
有 重组 分 子 载体 均 在 大 肠 杆菌 的 HB101 菌株 中 扩 增 。 各 组 转 染 NIH3T3 细 胞 的 DNA 量 均 为 
20 ng。 转 染 14 d 后 观察 转化 细胞 集落 数 。 


性 测定 和 致 瘤 性 测定 (图 8-5)。 经 过 周密 的 设计 和 精细 的 实验 分 析 , 终于 找 出 
了 一 段 造成 转化 活性 差异 的 关键 性 片段 : 包含 了 外 显 子 1 的 一 段 长 度 为 350 bp 
的 Xma |~Kpn | 片段 。 

接着 温 伯 格 等 又 用 双 脱 氧 核 背 酸 测序 法 和 Maxam-Gilbert 测 序 法 对 
Xma I~Kpn I 片段 做 核 背 酸 序列 分 析 。 终 于 发 现 EJ-onc 和 c-Ha-ras 在 编码 外 显 
子 1 区 段 的 唯一 区 别 , 是 从 Xma 工 切 点 开始 计数 的 第 60 位 核 苷 酸 由 ceo-ras 中 的 
G (ERE ) 突变 成 了 EJ-onc 中 的 T( 胸 腺 喀 啶 )。 这 个 核 昔 酸 属 第 一 个 外 显 子 的 第 
12 个 密码 子 , 从 G 变 为 T 导 致 p21 和 蛋白 中 的 甘氨酸 变 成 了 纺 氨 酸 (图 8-6)。 

整个 实验 有 几 点 值得 注意 和 讨论 的 地 方 。 

(1) 6.6 kb Bam H I 片段 在 数量 上 只 相当 于 整个 基因 组 DNA 的 百 万 分 之 一 ， 
检 出 这 段 有 转化 活性 的 DNA 片 段 实际 是 把 研究 目标 缩小 了 10' 倍 。 这 和 病毒 总 
基因 的 研究 ,41 重复 序列 的 研究 ,以 及 DNA 重 组 技术 的 进步 是 直接 相关 的 ,特别 
是 病毒 癌 基 因 的 克隆 使 人 类 癌 基 因 的 发 现 至 少 提前 了 10 年 。 

(2) DNA 分 子 中 核 背 酸 序列 的 改变 并 不 一 定 是 癌变 的 前 奏 , 它 有 可 能 仅仅 
是 一 种 结构 多 态 现象 , 不 一 定 有 特殊 的 生物 学 意义 。 问 题 的 关键 是 这 套 实验 进 一 
步 把 这 种 结构 变化 和 功能 异常 联系 起 来 ,整个 实验 的 精髓 是 自始至终 把 转化 活性 
作为 探寻 结构 变异 的 生物 学 “向 导 ”。 

(3) 从 G 一 T 的 结构 变化 还 引入 了 限制 性 内 切 酶 谱 的 多 态 性 , 即 失去 了 Hpa Tl 
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图 8-6 A BR REJ 
株 的 癌 基 因 和 正常 膀 
胱 上 皮 细 胞 中 原 癌 基 
因 之 间 的 结构 及 其 蛋 
白 产 物 比较 和 Msp I 的 切割 序列 C:CGG。 这 种 由 基因 结构 引起 的 限制 性 片段 长 度 多 态 性 
(restriction fragment length polymorphism, RFLP ) 可 以 作为 识别 转化 基因 的 分 子 标记 。 
(4) 从 蛋白 质 结构 看 , 甘氨酸 往往 是 多 肽 链 中 所 有 氨基 酸 残 基 所 占 位 点 中 最 易 
被 弯曲 和 折 双 的 无 侧 链 氨基 酸 , 发 生 于 甘氨酸 密码 子 的 替代 突变 极 有 可 能 引起 蛋白 
质 构 型 的 改变 。 这 可 能 是 导致 p21 和 蛋白 功能 发 生 有 病理 意义 的 重大 改变 的 原因 。 
长 期 以 来 ,致癌 是 一 个 非常 复杂 的 生物 学 过 程 已 经 成 了 公认 的 科学 常识 。 所 
以 ,许多 人 是 难以 接受 仅仅 一 对 碱 基 的 替代 就 会 导致 细胞 恶性 转化 的 新 发 现 。 当 
时 有 人 提出 了 一 个 挑战 性 的 问题 : 难道 一 对 碱 基 的 改变 就 足以 使 正常 细胞 变 为 
JANIS? 温 伯 格 的 回答 也 是 挑战 性 的 : 像 灸 状 细胞 贫血 这 样 的 致命 遗传 病 , 不 
也 是 由 一 对 碱 基 的 改变 造成 的 吗 ? 所 以 问题 的 核心 不 是 “一 对 碱 基 的 改变 ”, 而 
是 “这 对 碱 基 的 改变 ”。 
迄今 为 止 ,已 经 发 现 人 的 膀胱 癌 、 肺 癌 、 结 肠 癌 细 胞 中 的 原 癌 基因 c-ras 都 发 
生 了 点 突变 , 并 发 现 ras 基因 恶性 激活 有 两 个 突变 热点 : 一 个 是 第 一 个 外 显 子 的 
第 12 号 密码 子 ; 男 一 个 是 第 二 个 外 显 子 的 第 61 号 密码 子 ( 表 8-3)。 表 中 心 H-ras 
是 人 基因 组 中 和 Harvey 小 鼠 肉 瘤 病 毒 株 的 v-ras 基 因 同 源 的 原 癌 基 因 , c—K—ras 
则 和 Kirsten 株 的 v-ras 同 源 , 至 于 表 中 出 现 的 N-ras, 它 和 HH-ras 与 K-ras 都 有 结构 
同 源 性 ,但 在 逆 病 毒 中 没有 发 现 有 相应 的 同 源 序列 。 这 些 资 料 雄辩 地 证 明 恶 性 转 
化 的 确 有 可 能 起 源 于 一 个 点 突变 。 


表 8-3 引起 转化 活性 的 人 /as 基因 突变 


基因 一 “密码 子 - 细胞 来 源 及 名 称 。 ， HED AEM 
c-H-ras 12 正常 人 体 细胞 ， GGC 甘氨酸 
膀胱 癌 细 胞 T24 GTC MAR 
膀胱 癌 细 胞 EJ GTC SAR 

61 正常 人 体 细 胞 CAG 谷 氨 酰胺 


转化 细胞 系 Hs242 CTG 亮 氨 酸 
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( 续 表 ) 
基因 “密码 子 。 “细胞 来 源 及 名 称 BAER TEM 
c-N-ras 12 正常 人 体 细 胞 GGT 甘氨酸 
恶性 畸 胎 瘤 细 胞 PAI GAT KAAM 
61 正常 人 体 细 胞 CAA 谷 氨 酰胺 
神经 母 细胞 转化 系 SK-N-SH AAA MAM 
c-K-ras 12 正常 人 体 细 胞 GGT 甘氨酸 
肺癌 细胞 Calu 1 TGT 半 胱 氨 酸 
结肠 癌 细 胞 系 SW480 GTT 屿 氨 酸 
肺癌 细胞 PR371 TGT 半 胱 氨 酸 
肺癌 细胞 A2182 CGT HAR 
膀胱 癌 细 胞 A1693 CGT WAR 
肺 鳞 状 上 皮 癌 细胞 株 LC-10 CGT HAR 
6l 正常 人 体 细胞 CCA 谷 氮 酰 胺 
肺癌 细胞 PR310 CAT HAR 


1984 年 , 巴 瓦 西 德 领导 的 实验 室 为 我 们 提供 了 一 个 体 细胞 突变 致癌 学 说 的 
临床 证 据 。 图 8-7 所 列 的 LC-10 细 胞 是 来 源 于 一 位 66 岁 男性 肺癌 患者 的 癌 细 胞 
株 。 上 患者 是 从 意大利 米兰 的 一 家 医院 转 入 美国 国立 癌症 研究 所 的 , 患者 平时 抽 
烟 严重 , 但 尚未 经 过 化 疗 。 经 检查 诊断 为 中 等 分 化 的 鳞 状 上 皮 细 胞 癌 , 位 于 右 肺 上 
部 , 占 位 大 小 为 7cm x 7 cm 已 浸润 胸膜 ,但 未 查 出 任何 转移 灶 。NIH3T3 转 化 实验 
证 明 LC-10 细 胞 的 DNA 有 转化 活性 , 经 它 转化 的 NIH3T3 细胞 的 DNA 也 有 转化 活 
性 。 分 子 杂交 分 析 表 明 LC-10 细 胞 有 活化 的 K-ras 基因 , 用 诊断 性 内 切 酶 Sac I 切 
割 和 印迹 杂交 分 析 发 现 了 特征 性 的 8.2 kb 和 5.8 kb 两 个 片段 。 而 正常 细胞 中 的 非 
活化 K-ras 基因 用 Sac I 切割 则 只 出 现 单一 的 14 kb 片段 ,这 是 因为 活化 K-ras 的 第 
一 外 显 子 的 第 12 号 密码 子 由 原 癌 基因 中 的 GGT 变 成 了 GCT, 从 而 在 第 10、11 和 12 
号 密码 子 段 增加 了 一 个 新 的 Sac I 切 点 : GAGC +! T。 值 得 注意 的 是 患者 正常 组 织 
细胞 中 的 DNA, 包括 血液 淋巴 细胞 .气管 上 皮 细 胞 和 实质 器 官 细胞 的 DNA ,都 只 出 
现 正 常 的 14kb 片 段 (图 8-7), 表 明 同 一 患者 
的 正常 细胞 都 没有 发 生 G 到 C 的 突变 , 取 自 
正常 细胞 的 DNA 也 都 没有 转化 活性 。 这 个 
病例 有 力 地 证 明 LC-10 细 胞 的 K-ras 基因 的 
恶性 激活 是 由 基因 突变 造成 的 , 这 种 由 突变 14 kb 
造成 的 癌 基 因 活 化 是 和 细胞 的 恶变 直接 相关 
的 。 有 关 这 个 病例 的 系统 研究 无 可 辩驳 地 证 
明 , 体 细胞 突变 是 致癌 的 一 种 基本 途径 。 

1986 年 , 哈佛 大 学 的 库 珀 (G. Cooper) 等 
用 基因 定点 诱 变 技术 证 明 , 含有 第 61 位 密码 5.8 kb 
子 的 17 种 不 同 变异 的 Hras 基 因 具 有 使 细胞 
发 生 恶 性 转化 的 活性 。 当 然 所 有 的 实验 结果 


A B Cc D E F 


8.2 kb 


图 8-7 peek Lb ea 
胞 癌 患 者 的 癌 细 胞 和 
正常 组 织 细胞 的 K-ras 
基因 的 结构 差异 ( 改 自 
E. Santos) 

A, 正常 细胞 ; B, 
LC-10 细 胞 ; C, LC-10 
DNA 转 化 的 NIH3T3 
细胞 ; D、E、F 分 别 为 患 
者 的 血液 淋巴 细胞 、 气 
管 上 皮 细 胞 和 实质 器 
官 细胞 。 
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并 不 意味 着 体 细胞 突变 是 癌症 发 生 的 唯一 途径 , 也 不 意味 着 突变 对 癌变 过 程 来 讲 
是 一 个 充分 和 足够 的 前 提 条 件 。 这 个 例子 还 提示 环境 因素 和 生活 习惯 可 能 是 癌症 
发 生 的 重要 诱因 。 


§ 8.4” 癌 基因 之 间 的 功能 互补 


以 温 伯 格 和 巴 瓦 西 德 为 代表 的 一 批 分 子 生物 学 家 的 突破 性 工作 给 人 们 以 极 
大 的 鼓舞 , 大 家 期 待 着 癌变 的 本 质 会 很 快 搞 清楚 , 1982 年 被 称 为 “ 癌 基 因 ” 年。 
然而 时 隔 不 久 情况 起 了 意外 的 变化 , 几乎 不 到 一 年 , 整个 图 像 有 了 根本 的 改观 。 
新 的 探索 突破 了 人 们 刚刚 形成 的 概念 ,迫使 人 们 进一步 去 认识 复杂 的 致癌 过 程 。 

当 人 们 用 活化 的 癌 基 因 ras (wv-Ha-ras .EJ-onc、T-24-onc 等 ) 转 染 NIH3T3 细胞 就 
会 获得 相当 数量 的 恶性 转化 细胞 集落 。 发 生 转 化 的 细胞 形态 和 代谢 都 发 生 了 明显 的 
改变 , 且 都 具有 恶性 生长 特征 。 可 是 , 用 同样 的 活化 ras 基 因 转 染 大 鼠 胚胎 成 纤维 细 
胞 (REF) 时 , 却 始终 没有 出 现任 何 转化 细胞 集落 灶 。 据 此 可 提出 以 下 几 个 问题 。 

第 一 个 问题 , 是 不 是 活化 的 ras DNA 没 有 进入 REF 细胞? 不 是 的 。 当 活化 的 
癌 基 因 和 和 霉 酚 酸 抗 性 基因 ] 公 做 协同 转化 实验 时 , 发 现 80% 的 携 有 抗 性 基因 的 REF 
受 体 细胞 能 在 软 琼脂 上 生长 , 而 未 经 活化 癌 基 因 转 化 的 REF 细 胞 是 不 能 在 软 琼 脂 
上 生长 的 。 这 表明 活化 的 癌 基 因 不 但 进入 了 一 部 分 REF 细胞 还 使 这 些 细胞 获得 了 
新 的 表 型 ,这 是 活化 癌 基 因 在 REF 细 胞 中 表达 的 结果 。 问 题 是 REF 细胞 在 获取 活 
化 癌 基 因 后 ,不 能 像 NIH3T3 那 样 成 为 转化 细胞 , 也 不 能 在 细胞 单 层 上 形成 转化 细 
胞 集落 。 实 验 还 表明 携 有 活化 癌 基 因 的 REF 细胞 不 同 于 NIH3T3 , 它 不 能 在 离 体 条 
件 下 无 限 生 长 (immortalization)。 当 用 其 他 的 癌 基 因 做 类 似 的 转化 实验 时 , 人 们 惊 
讶 地 发 现 几 乎 每 一 种 癌 基 因 都 不 能 直接 引起 REF 这样 的 细胞 恶性 转化 。 

第 二 个 问题 , 难道 癌 基 因 只 能 使 NIH3T3 细胞 发 生 恶性 转化 吗 ? 比较 癌 基 因 
对 REF 细 胞 和 NIH3T3 细 胞 的 转化 实验 , 所 不 同 的 只 是 两 种 受 体 细胞 性 质 不 同 。 
NIH3T3 是 一 种 已 经 建立 的 且 能 在 离 体 条 件 下 无 限 生长 的 细胞 系 , 它 能 和 活化 的 
ras 基 因 合 作 ,一 步 就 使 恶性 转化 得 以 完成 。 换 句 话 讲 ,已 经 建立 的 且 能 在 离 体 条 
件 下 无 限 生长 的 细胞 的 一 种 功能 状态 可 能 是 活化 了 某 些 与 转化 性 状 表 现 相 关 的 
基因 ,这些 基 因 和 外 源 的 活化 ras 基因 的 功能 联合 在 一 起 就 能 使 细胞 发 生 完 全 的 
恶性 转化 。 这 种 思想 反映 了 癌变 是 一 个 多 阶段 的 发 展 过 程 。 这 种 观点 的 实质 是 
认为 单个 癌 基 因 是 难以 使 细胞 获得 癌变 所 必需 的 全 部 性 状 的 。 

有 关 病 毒 致癌 的 研究 表明 , 有 些 肿瘤 病毒 , 如 多 瘤 病毒 或 腺 病毒 的 感染 会 
使 寄主 细胞 获得 离 体 条 件 下 无 限 生长 的 能 力 。 例 如 , 在 多 瘤 病毒 感染 的 细胞 至 
少 有 三 种 与 肿瘤 发 生 有 关 的 特异 性 抗原 基因 ,或 者 可 称 为 肿瘤 抗原 基因 (tumour 
antigen gene) 表达 了 功能 。 根 据 这 些 抗 原 分 子 量 的 大 小 , 分 别称 为 大 T(T)、 中 T 
(mT) 和 小 T(t) 抗 原 基 因 , 利用 分 子 克隆 技术 可 以 分 别 得 到 这 三 种 基因 的 分 子 克 
隆 。 转 化 实验 表明 mT 抗原 基因 能 诱导 受 体 细胞 发 生 形态 学 转化 , 并 获得 在 软 琼 
脂 上 生长 的 能 力 , 而 T 抗 原 基 因 能 使 受 体 细胞 的 生长 不 依赖 血清 生长 因子 , 并 能 
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在 离 体 条 件 下 无 限 生长 。 这 个 实验 和 其 他 类 似 的 实验 有 着 很 重要 的 科学 内 涵 , 它 
说 明 与 细胞 恶性 转化 有 关 的 重要 性 状 是 能 够 归 之 于 一 个 个 具体 的 病毒 癌 基 因 的 。 

根据 上 述 一 系列 研究 结果 , 温 伯 格 实验 室 的 兰 德 (H. Land) 做 了 一 组 很 有 启 
发 的 实验 。 

(1) (mT 基 因 + 活 化 Rar-ras) 一 协同 转 染 REF 细胞 一 不 产生 新 的 性 状 。 

(2) (T 基 因 + 活 化 Ha-ras) 一 协同 转 染 REF 细胞 一 形成 转化 细胞 集落 。 

将 第 二 个 实验 中 获得 的 转化 细胞 DNA 提 出 来 接种 裸 鼠 是 能 诱发 肿瘤 的 。 显 而 易 
TL, 病毒 源 的 T 基 因 和 细胞 源 的 活化 癌 基 因 ras 发 生 了 功能 互补 ,一 起 协同 导致 寄 
主 细胞 发 生 了 完全 的 恶性 转化 ; 不 久 , 鲁 勒 (H. Ruley ) 发 现 腺 病毒 的 癌 基 因 Ela 
和 活化 的 细胞 原 癌 基 因 xas 也 能 发 生 功 能 互补 而 导致 受 体 细胞 完全 转化 。 

这 就 产生 了 一 个 新 的 课题 : 一 个 活化 的 细胞 原 癌 基 因 和 一 个 病毒 原 癌 基 因 
互补 可 以 引起 细胞 恶性 转化 , 那么 细胞 基因 组 内 是 否 也 有 像 Ela 或 那样 能 和 活 
化 的 ras 发 生 功 能 互补 的 癌 基 因 呢 ? 库 珀 和 奈 曼 (P E. Neiman) 发 现 鸡 的 淋巴 瘤 
细胞 携 有 两 个 癌 基 因 : Bly Fil myc, 细胞 源 myc 基 因 是 可 以 由 病毒 活化 的 。 不 
久 , 温 伯 格 实验 室 还 发 现 人 的 早 幼 粒 细胞 白血病 (前 髓 细胞 白血病 ), 以 及 美洲 伯 
HER yk ELIA (Burkitt lymphoma ) 细胞 中 , 同时 存在 两 个 活化 的 癌 基 因 : 一 个 是 与 
Ha-ras 同 源 的 N-ras, 男 一 个 是 myc。 这 些 实验 暗示 人 们 myc 是 不 是 可 以 和 ras 互 
补 ? 利用 分 子 病 毒 学 家 毕 晓 普 (M. Bishop) 提供 的 myc 基 因 的 分 子 克 隆 , 温 伯 格 
小 组 又 做 了 两 个 实验 。 

(1) myc 基 因 转 化 REF 细 胞 ,不 产生 明显 的 变化 。 

(2) myc 基 因 和 活化 ras 基 因 协 同 转 染 REF 细 胞 ,形成 转化 细胞 集落 灶 , 转化 
细胞 能 使 裸 鼠 致癌 。 表 明 myc 和 ras 合 在 一 起 使 转化 细胞 获得 了 恶性 转化 活性 和 
致 瘤 活 性 。 

这 些 研究 告诉 我 们 , myc 和 ras 合 在 一 起 能 干 出 它们 单独 干 不 了 的 事情 
使 细胞 恶 转 。 那 么 ,是 不 是 它们 各 自决 定 了 致癌 多 阶段 步 又 中 的 一 步 呢 ? 至 少 有 
一 点 是 清楚 的 , 细胞 中 的 癌 基 因 是 多 种 多 样 的 ,它们 在 使 细胞 恶 转 中 所 起 的 作用 
也 是 各 不 相同 的 。 我 们 或 许可 以 问 ,导致 细胞 恶性 转化 至 少 必须 有 几 种 不 同 的 瘤 
基因 协同 表达 ? 上 述 实验 表明 ,ras 和 myc 的 协同 表达 就 可 以 使 细胞 恶 转 。 当 然 ， 
这 并 不 排除 用 新 的 方法 可 能 检 出 第 三 类 与 恶性 转化 和 致 痪 有 关 的 癌 基 因 。 

如 果 我 们 把 细胞 的 恶性 转化 作为 检测 的 表 型 指标 , 以 能 不 能 和 myc 或 者 ras 
互补 作为 判别 的 依据 , 就 可 以 把 已 知 的 癌 基 因 划 分 为 两 大 类 群 ,分别 属 于 不 同类 
群 的 癌 基 因 在 致癌 过 程 中 能 进行 功能 互补 。 

ras 群 (能 和 myc 互 补 的 癌 基 因 群 ); 4295 H-ras . K-ras, N-ras , mT, fes (Hii Al 
瘤 病毒 癌 基 因 ) 和 src 等 。 

myc RE (REFI ras FAP ASAE BE): 包括 myc、T、Ela\sis( 猴 肉瘤 病毒 癌 基 因 )、 
mos (Moloney 小 鼠 肉 瘤 病 毒 癌 基 因 ) 和 fins (McDorough 猫 肉瘤 病毒 癌 基 因 ) 等。 

研究 还 表明 myc 类 基因 编码 的 是 核 内 蛋白 , 这 些 核 内 蛋白 通过 控制 转录 来 激 
活 某 些 与 细胞 增殖 有 关 的 基因 , 使 细胞 获得 在 离 体 条 件 下 无 限 生长 的 能 力 。ras 
类 基因 编码 的 是 胞 质 蛋 白 ,往往 位 于 细胞 质 膜 的 内 侧 ,造成 细胞 形态 转化 ,并 使 细 
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图 8-8 ÆA nyc 
ras 之 间 在 肿瘤 发 生发 
展 过 程 中 的 协同 作用 
( 引 自 E. Sinn 等 ) 


100 胞 获得 悬浮 生长 的 能 力 。 
Al 8-8 ik aR T myc Fil ras Z EJ FEE 
zs 基因 小 鼠 的 肿瘤 发 生发 展 过 程 中 的 协 
同 作用 。 图 中 蓝 、 绿 和 红 三 色 曲 线 分 
50 别 表示 转 入 了 高 度 活 化 的 myc 基 因 、 
ras 基 因 , 以 及 同时 转 入 了 myc 和 ras 基 
因 的 小 鼠 的 患 瘤 情况 。 实 验 中 无 肿瘤 
小 鼠 的 百分比 与 小 鼠 年 龄 之 间 的 关联 
提示 myc 和 ras 的 作用 方式 可 能 是 不 同 
50 100 的 ,但 在 转基因 小 鼠 致 瘤 过 程 中 存在 明 
aera a) 显 的 协同 效应 。 


myc + ras 


不 出 现 肿 瘤 的 小 鼠 百分比 


8$ 8.5 ” 癌 基 因 诱 变 的 动物 实验 模型 


大 量 临 床 实验 研究 表明 ras 基 因 的 突变 和 多 种 人 体 癌 症 直接 相关 ( 表 
8-2), (AS ras 基因 在 癌变 过 程 中 的 作用 至 少 有 两 大 困难 : O 当时 许 
多 肿瘤 的 病理 基础 尚未 确切 了 解 ; D 不 可 能 用 人 体 做 癌变 的 实验 研究 。 为 
此 ,必须 建立 一 个 能 在 基因 分 子 结构 水 平 上 研究 ras 基因 和 癌变 关系 的 动物 
实验 模型 。 

早 在 1975 年 古 利 诺 (P M. Gullino) 等 就 报道 过 , 化 学 诱 变 剂 N- 亚 硝 基 -N- 
FA SER (NMU) 可 诱发 大 鼠 的 乳腺 癌 。1983 年 , 巴 瓦 西 德 实验 室 的 苏 库 玛 (S. 
Sukuma ) 等 发 现 用 NMU 处 理 BuBN 大 上 鼠 一 次 即 可 诱发 乳腺 瘤 , 并 在 诱发 的 癌 细 
胞 中 检 出 了 有 恶性 转化 活性 的 下 ras-1 基 因 。 很 重要 的 一 点 是 这 些 由 诱 变 性 致癌 
物 激活 的 Hras-! 基 因 , 具有 与 人 体 肿 瘤 中 所 发 现 的 几乎 完全 一 样 的 激活 机 制 。 
正 是 这 一 点 ,使 这 个 系统 成 为 研究 人 癌 基 因 转 化 激活 的 良好 实验 模型 。 

为 了 探索 ras 基 因 在 多 阶段 致癌 过 程 中 所 起 的 作用 , 必须 先 确 定 ras 基 因 恶 
转 活化 发 生 的 时 间 段 。 在 NMU 诱 发 大 鼠 乳 腺 癌 这 个 系统 中 , 对 于 确认 癌变 中 
ras 激 活 是 否 发 生 于 启动 阶段 ,有 两 个 有 利 条 件 。Q) 大 量 的 研究 已 经 证 实 NMU 
可 专 一 性 地 诱发 G 到 A 这 个 转换 突变 , 专 一 程度 可 等 于 或 大 于 99%。 扰 布尔 (H. 
Zarbl) 在 1985 年 还 证 实 , 所 有 NMU 诱 发 的 大 鼠 乳 腺 癌 中 活化 的 Hras 基 因 , 都 
在 12 号 密码 子 的 第 二 个 核 苷 酸 , 发 生 了 G 到 A 的 转换 突变 ; 相反 , 另 一 种 致癌 物 
7, 12- 甲 基 茶 并 章 (DMBA ) 诱 发 的 乳腺 癌 中 的 活化 H-ras 基 因 , 诱发 的 并 不 是 G 
到 A 转换 。- 对 比 NMU 和 DMBA 产 生 的 不 同 结果 , 可 以 较 有 把 握 地 认为 NMU 是 
通过 引起 G 到 A 转换 而 引起 帮 ras 基 因 恶 转 活化 的 直接 原因 。@@ NMU 在 生理 条 
件 下 是 极 不 稳定 的 , 经 测定 静脉 注入 的 NMU 半 数 失 活 时 间 只 有 20 min, 这 表明 
NMU 在 大 鼠 体内 的 作用 时 间 仅 有 几 个 小 时 。 就 在 这 段 时 间 内 ,NMU 启 动 了 诱 变 
致癌 过 程 。 这 些 实验 研究 从 不 同 的 侧面 说 明 , 如 果 NMU 引 起 的 由 G 到 A 的 转换 
造成 了 诱发 乳腺 癌 中 H-ras 基 因 的 突变 , 那么 这 种 突变 引起 的 基因 活化 是 发 生 在 
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图 8-9 ”NMU 诱 发 的 大 鼠 乳 腺 癌 中 HH-ras BAH Mol | 多 态 检测 方法 


(a) 检 测 原 理 , 圆 形 黑 点 是 Mni1 工 切 点 ,中 间 有 红色 的 圆 点 是 因 突变 而 失去 的 Mr A, E 
涉及 12 、13 两 个 密码 子 ;(b) 检测 结果 : a 为 正常 乳腺 细胞 DNA 片段 ; bc 为 经 NMU 诱 变 产生 的 
乳腺 癌 细 胞 DNA 片 段 ( 改 自 E. Santos) 


癌变 启动 阶段 的 。 

NMU 诱 发 于 -ras 基因 第 一 个 外 显 子 中 第 12 号 密码 子 的 第 二 个 核 苷 酸 由 
G 转 换 为 A, 会 使 H-ras-! 基 因 失 去 一 个 限制 性 内 切 酶 Mnl 工 的 识别 和 切割 序 
列 GAGG , 造成 有 诊断 意义 的 限制 性 片段 长 度 多 态 现象 (RFLP)。 正 常 的 歼 
ras- 基因 的 第 一 个 外 显 子 序列 分 属 两 个 限制 性 内 切 酶 Mzl 工 切割 片段 ,长 度 
分 别 为 206 bp 和 74 bp( 图 8-9), 恶 转 活 化 的 H-ras 基 因 的 相应 片段 由 于 失去 
一 个 Mnl 工 切 点 , 只 能 产生 一 个 长 度 为 280 bp 的 Mni 片段。 利用 一 个 120 bp 
的 HPa IT /Sac 了 片段 作为 印迹 杂交 的 探 针 , LA Mnl 工 为 诊断 用 内 切 酶 即 可 进 
{T H-ras ft) RFLP 4} # , 扎 布 尔 等 用 Mnl 工 多 态 检测 法 测定 了 用 NMU 诱 发 的 
三 种 大 鼠 品 系 的 乳腺 癌 的 DNA 样 品 58 份 , 结果 证 实 其 中 的 48 份 ( 占 83% ) 为 
Mni I 多 态 阳性 ( 表 8-3)。 在 阳性 反应 的 DNA 样 品 中 , 又 有 36 个 ( 占 75%) 能 
引起 NIH3T3 细胞 恶性 转化 。 这 表明 NIH3T3 细胞 是 具有 恶 转 活 性 的 H-ras 基 
因 较 为 可 靠 的 检测 系统 。 

作为 对 照 , 扎 布 尔 又 检测 了 26 份 取 自 正 常 大 鼠 乳 房 细 胞 的 DNA, 结果 无 一 
出 现 Mnl I 切割 片段 的 长 度 多 态 现象 ( 表 8-4)。 此 外 , 又 做 了 6 只 患 有 非 乳 腺 癌 
的 大 鼠 的 乳房 细胞 DNA 分析, 结果 亦 为 Mnl I 多 态 阴 性 。 


表 8-4 NMU 诱 发 的 大 妃 乳 腺 癌 的 H-ras 的 Mn/ | 多 态 检测 





= 





用 组 正常 我 房 细胞 组 
ba ee ee A EEIE 
a! WAR Ml I 多 态 样品 数 。 测 样 数 * Mal I 多 态 样品 数 
Buf/N 38 31(81%) 18 0 
Spraue-Dawley 12 11 (92%) 8 0 
Fischer344 8 6(75%) 未 测 未 测 
合计 58 48 (83%) 26 0 


*# 表 示 其 中 4 只 BufN 和 2 只 Sprague-Dawley 大 鼠 的 样品 取 自 非 乳腺 瘤 患 鼠 的 正常 乳房 细胞 。 
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为 了 进一步 证 实 NMU 诱 发 的 是 G 到 A(35 位 即 12 号 密码 子 第 二 号 核 背 酸 
的 序号 ) , 可 合成 一 个 含 19 个 核 苷 酸 的 守 核 苷 酸 探 针 , 将 要 探测 的 核 苷 酸 设计 在 
探 针 序列 中 间 , 两 侧 各 有 9 个 可 与 被 检 DNA 片 段 中 相应 区 段 互 补 的 核 苷 酸 。 例 
如 ,检测 G 到 A 变异 可 用 下 列 寡 核 昔 酸 探 针 组 合 : 


H19 G5 探 针 : 5'-TGGGCGCTGG*AGGCGTGGG-3' 
H19 A5S 探 针 : 5-TGGGCGCTGA*AGGCGTGGG-3' 


在 适宜 的 杂交 条 件 下 , 标记 的 H19 G” 探 针 能 和 来 自 正常 细胞 的 相应 DNA 酶 切片 
段 杂 交 形 成 互补 双 链 ,但 不 能 和 来 自 NMU 诱 发 的 乳癌 细胞 中 同样 的 DNA 酶 切 
片段 杂交 。 相 反 , 标记 的 H19 A 探 针 只 能 和 NMU 诱 发 的 乳腺 癌 细 胞 中 的 相应 
DNA 片段 形成 杂 合 双 链 ,但 与 正常 细胞 的 相应 DNA 片段 不 能 杂交 。 这 个 实验 证 
据 非 常 有 力 地 表明 NMU 确 有 特异 性 极 高 的 诱发 G 到 A 突变 的 能 力 。 

综 上 所 述 , 用 NMU 一 次 处 理 诱发 大 鼠 乳 腺 癌 是 一 个 可 以 在 分 子 水 平分 析 癌 
基因 Ha-ras 的 动物 致癌 模型 。 利 用 这 个 实验 模型 已 经 探 明 下 列 几 点 。 

(1) NMU 诱 变 具 有 很 高 的 专 一 性 , 对 它 诱发 的 大 鼠 乳 腺 癌 讲 , 诱 变 部 位 是 
Ha-ras-1 基 因 的 G 到 A 的 转换 突变 。 

(2) Ha-ras 基 因 的 恶 转 活 化 发 生 于 癌变 的 起 始 阶 段 。 

(3) 大 鼠 乳腺 癌 的 Eu-ras 基 因 的 亚 转 活化 机 制 和 人 体 中 某 些 肿瘤 中 瘤 基 因 
ras 的 活化 机 制 是 相同 或 相似 的 。 因 此 利用 这 个 模型 可 能 进行 人 类 癌变 的 体内 分 
子 遗 传 学 研究 和 分 子 病理 学 研究 。 


§8.6 ” 癌 基 因 的 功能 及 其 相关 的 细胞 信号 通路 


我 们 已 经 从 病毒 原 癌 基因 的 发 现 出 发 ,一步 一 步 地 讨论 了 癌 细 胞 的 诱导 、 人 
癌 基 因 结 构 变 异 的 鉴定 、 基 因 突 变 致癌 的 临床 检验 ,不 同 癌 基 因 之 间 的 功能 互补 ， 
以 及 化 学 物 诱 发 实验 动物 肿瘤 的 分 子 水 平 鉴定 等 涉及 肿瘤 分 子 遗 传 学 的 萌芽 和 
发 展 的 标志 性 科学 事件 。 然 而 ,要 人 们 接受 癌 基 因 突变 有 可 能 导致 恶性 肿瘤 的 假 
说 ,还 需要 阐明 癌 基 因 及 其 编码 的 蛋白 质 在 癌症 发 生 和 发 展 中 的 作用 。 我 们 将 以 
Ras 为 例 来 讨论 癌 基 因 在 细胞 和 分 子 水 平 上 的 作用 。 

Ras 基 因 最 初 是 通过 逆转 录 病 毒 的 转化 实验 ,从 Harvey 和 Kirsten 这 两 个 大 
鼠 品 株 的 肉瘤 病毒 中 分 离 和 克隆 的 , 分 别 被 定名 为 v-H-ras 和 wv-K-ras。1982 年 ， 
温 伯 格 证 实 人 膀胱 癌 细 胞 中 发 生 了 点 突变 的 Ras 基 因 能 导致 小 鼠 NIH3T3 细胞 发 
生 恶 性 转化 。 

人 的 Ras 基 因 有 三 种 , Bll H-Ras , K-Ras 和 N-Ras, 它们 均 编 码 包 含 188~189 个 
氨基 酸 残 基 、 分 子 量 为 21 000 的 Ras-p21 和 蛋白 ,定位 于 细胞 质 膜 内 侧 。Ras 蛋白 具 
BEA SES AIR (GDP Ail GTP) KITE, 当 Ras 结 合 GTP 时 ,Ras-p21 和 蛋白 处 于 
活性 状态 , 当 Ras 结 合 GDP 时 , Ras-p21 和 蛋白 处 于 非 活性 状态 。Ras-GTP (Ras- 三 
BE HRS H ) Al Ras-GDP (Ras- 二 磷酸 鸟 苷 ) 各 呈现 特定 的 分 子 构 象 ,只 有 Ras-GTP 
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能 激活 下 游 信号 转 导 的 效应 分 子 。Ras 蛋白 自 身 还 具有 GTP 酶 活性 ,能 将 GTP 水 
解 为 GDP, 因 此 对 Ras-GTP 和 Ras-GDP 之 间 的 动态 平衡 有 一 定 的 调节 功能 。 

细胞 的 原 癌 基因 Ras 相 关 的 信号 通路 起 始 于 细胞 外 生长 因子 与 细胞 表面 受 
体 的 结合 导致 受 体 复合 体 的 激活 , 这 个 复合 体 包括 连接 分 子 GRB2( 生 长 因子 受 
体 结合 蛋白 2)、Gab (GRB2 45 4 & A). SHC (& SH2 4 #4 bh hy E A J) 和 SHP2 
( 含 SH2 结 构 域 的 蛋白 酷 氨 酸 磷酸 酶 )。 受 体 连 接 分 子 复合 体能 提供 借 催 化 Ras 
的 核 苷 酸 交 换 来 增加 Ras-GTP 水 平 的 鸟 味 叭 核 苷 酸 交 换 因 子 SOS1。 而 GAP (三 
磷酸 鸟 音 - 酶 激活 蛋白 ) 和 NF1( 神 经 纤维 瘤 蛋白 1) 与 Ras-GTP 的 结合 加 速 了 
Ras-GTP 向 Ras-GDP 的 转换 , 增加 Ras-GDP 的 水 平 ,减弱 Ras-GTP 相 关 的 信和 号 
转 导 。 这 些 分 子 形成 了 Ras-GTP/Ras-GDP 之 间 的 动态 平衡 调节 环 路 。 图 8-10 
就 是 依据 原 癌 基因 Ras 及 其 相关 的 信号 通路 中 的 关键 分 子 发 生 突变 所 造成 的 发 
育 异常 或 导致 癌症 而 绘制 的 Ras 相 关 的 信号 通路 及 其 生物 学 效应 示意 图 。 

图 8-10 着 重 框 出 了 若干 Ras-GTP 的 关键 效应 分 子 的 信号 通路 。 例 如 , RAF- 
MAPK-MEK-ERK 信 号 级 联通 路 ,通过 Ras-GTP 激 活 的 下 游 靶 分 子 丝氨酸 / 苏 氨 
酸 蛋 白 激酶 的 RAF 家 族 ( 含 BRAF、ARAF 和 RAF1 ) 成 员 BRAF 一 细胞 分 裂 素 激 
活 蛋 白 激酶 (MAPK ) 一 细胞 外 信和 号 调节 性 激酶 的 激酶 (MEK ) 一 细胞 外 信和 号 调 
节 性 激酶 (ERK) 这 一 级 联 反应 , 会 促进 与 DNA 复 制 相关 的 一 系列 基因 的 转录 ， 
从 而 直接 调控 细胞 的 增殖 , 这 条 级 联 反 应 的 调控 异常 可 能 会 导致 癌症 或 发 育 亲 
乱 。 又 如 , PI-3K-Akt 信 号 级 联通 路 , 通过 Ras-GTP 直 接 结合 并 激活 的 磷酸 肌 醇 
3- 激 酶 (PI-3K) 一 3- 磷 酸 肌 醇 依赖 的 蛋白 激酶 (PDK1 ) 一 丝氨酸 / 苏 氨 酸 和 蛋白 激 
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图 8-10 ”Ras 相关 的 信 
号 通路 及 其 生物 学 效应 
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酶 (Akt) 信 号 通路 通常 会 降低 对 细胞 凋 亡 信和 号 的 敏感 性 , 使 细胞 处 于 成 活 状态 。 
这 是 最 重要 也 是 了 解 最 为 清楚 的 两 条 信号 通路 。 再 如 , RalGDP 解 离 作 用 刺激 和 蛋 
白 (RALGDS)、RALGDS 样 基因 (RGL), 以 及 RGL2, 都 是 Ras 相 关 性 GTP 结 合 蛋 
白 Ral 的 鸟 嗓 叭 核 苷 交换 因子 , Ral 的 下 游 效应 分 子 磷脂 酶 D(PLD) 是 调节 细胞 
内 夺 泡 运输 网 络 的 一 种 酶 。 此 外 ,TT 淋巴 瘤 侵袭 转移 因子 1(TIAMI1 ) 则 是 GTP 结 
合 蛋白 Rac 的 交换 因子 , Rac 能 动态 调节 肌 动 蛋白 ,也 就 影响 了 细胞 骨架 的 重组 ， 
以 及 转录 因子 NF-KB 的 活化 , 促进 抗 凋 亡 蛋白 的 合成 , 从 而 抑制 细胞 凋 亡 延长 细 
胞 寿命 。Ras-GTP 结 合并 激活 的 另 一 类 下 游 靶 分 子 是 磷脂 酶 C(PLC) 和 和 蛋白 激 
酶 C(PKC ) 家 族 。 磷 脂 酶 C 的 水 解 产 物 可 参与 对 钙 离 子 相关 信和 号 通路 的 调节 。 

正 是 因为 Ras-p21 和 蛋白 与 涉及 细胞 增殖 与 分 化 、 存 活 与 油 亡 , 以 及 细胞 骨架 
和 细胞 内 圳 膜 运输 系统 的 形成 等 重要 结构 和 代谢 功能 的 调控 , 一 旦 它 因 突变 或 表 
观 遗 传 修饰 异常 而 持续 处 于 与 GTP 结 合 的 活化 状态 则 可 能 引起 细胞 异常 增殖 ， 
其 至 诱导 细胞 发 生 恶性 转化 和 肿瘤 形成 。 已 经 在 膀胱 癌 、 乳 腺 癌 、 结 肠 癌 、 肾 癌 、 
有 肝癌、 肺癌、 胰腺 癌 、 胃 癌 及 造血 系统 肿瘤 中 检测 到 Ras 基因 的 异常 。 大 量 临 床 研 
究 表明 , 至 少 有 30% 的 人 肿瘤 与 Ras-GTP 相 关 的 信和 号 通路 异常 而 又 持续 的 激活 
存在 某 种 有 规律 性 关联 。 

染色 体 易 位 等 染色 体 畸 变 也 可 能 使 癌 基 因 在 另外 的 调控 系统 作用 下 出 现 异 
常 激活 ,甚至 完全 新 的 功能 。 最 早 发 现 也 是 了 解 得 最 为 清楚 的 一 个 例子 是 1958 
年 在 慢性 髓 细胞 性 白血病 患者 血液 病理 检查 时 发 现 的 一 种 新 的 小 染色 体 , 1978 
年 证 实 这 个 新 染色 体 是 9 号 染色 体 和 22 号 染色 体 之 间 交 互 易 位 的 产物 。 由 于 这 
个 染色 体 是 在 美国 费城 儿童 医院 发 现 的 , 所 以 命名 为 费城 染色 体 (Philadelphia 
chromosome )。 由 此 造成 9 号 染色 体 上 的 断裂 集 簇 区 (break cluster region, BCR) 
的 部 分 序列 和 22 号 染色 体 上 的 原 癌 基 因 A4BL-7 的 部 分 序列 愈合 形成 的 融合 基因 
获得 了 酷 氨 酸 激酶 活性 , 具有 激活 下 游 与 细胞 增殖 相关 的 能 力 , 甚至 导致 细胞 的 
恶性 转化 。 图 8-11 既 比较 了 慢性 髓 细胞 性 白血病 患者 白细胞 和 正常 白细胞 的 差 
异 ,也 显示 了 9 号 染色 体 与 22 号 染色 体 相互 易 位 生成 费城 染色 体 和 融合 基因 ber- 
abl 的 机 制 。 图 8-11a 显 示 了 慢性 髓 细胞 白血病 患者 的 白细胞 与 正常 白细胞 的 细 
胞 病理 比较 ,图 8-11b 是 染色 体 9/22 易 位 及 费城 染色 体 生 成 过 程 示意 图 ,图 8-l11c 
列 出 不 同 染 色 体 断裂 点 (图 中 箭头 所 示 ) 和 愈合 点 (图 中 红色 和 蓝 色 拼接 处 ) 产 生 
不 尽 相 同 的 费城 染色 体 和 融合 基因 。 这 几 个 实例 说 明 不 同 的 染色 体 断 裂 和 愈合 
点 可 以 造成 不 完全 相同 的 费城 染色 体 和 bcr-abl 融 合 基 因 , 由 此 转录 的 mRNA 长 
度 也 不 同 , 所 编码 的 蛋白 质 的 分 子 量 和 生物 学 活性 也 就 不 尽 相同 , 造成 的 疾病 的 
严重 程度 和 发 病 的 病理 机 制 也 可 能 不 一 样 。 研 究 还 提示 , 多 种 诱 变 剂 和 致癌 化 合 
物 , 以 及 和 射线 Y 射 线 和 来 源 于 地 球 大 气 层 的 中 子 辐射 等 环境 因素 在 白血病 发 生 
发 展 进程 中 起 着 不 可 忽视 的 作用 ,流行 病 学 观察 还 提示 癌症 风险 的 高 低 可 能 取决 
于 暴露 电离 辐射 时 的 年 龄 。 

造成 细胞 原 癌 基 因 激 活 途 径 是 多 种 多 样 的 ;图 8-12 显 示 了 常见 的 如 基因 突 
变 、 基 因 扩 增 、 染 色 体 易 位 、DNA 重 排 和 外 源 DNA 片段 插入 等 几 种 类 型 。 除 此 之 
外 , 多 种 表 观 遗传 修饰 异常 也 会 激活 原 癌 基因 , 我 们 将 在 有 关 表 观 遗 传 与 癌变 的 
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章节 中 详细 讨论 。 


如 果 我 们 把 视野 从 单个 ras 基 因 的 功能 相关 信和 号 通路 扩展 到 与 肿瘤 发 生 
和 发 展 的 整个 调控 网 络 , 那么 就 必然 涉及 若干 个 癌 基 因 相 关 信 号 通路 之 间 的 关 
系 。 大 半 个 世纪 以 前 , 劳 斯 等 在 研究 病毒 诱发 的 家 免 乳 头 状 瘤 时 就 曾 提 出 : 致 
瘤 是 个 一 步 一 步 越 变 越 坏 的 过 程 。”1944 年 , 劳 斯 等 又 把 癌变 过 程 划分 为 启动 
(initiation) 和 促进 (promotion) 两 个 阶段 。 此 后 , 班 恩 布 鲁 (I. Benenblum ) 把 致 
癌 的 两 阶段 学 说 大 大 推进 了 一 步 , 他 把 化 学 致癌 物 区 分 为 启动 剂 (initiator) 和 
促进 剂 (promoter), 前 者 以 多 环 芳烃 为 例 ,后 者 以 巴豆 油 为 例 。 他 认为 启动 剂 造 
成 了 某 种 不 可 北 的 、 可 遗传 的 但 表 型 改变 不 大 的 突变 , 而 促进 剂 引起 的 变化 最 
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初 是 可 逆 的 , 随 之 也 会 使 细胞 发 生 不 可 逆 的 遗传 变化 , 导致 恶性 转化 过 程 的 发 
展 和 加 剧 。 

在 人 肿瘤 的 实验 病理 学 研究 基础 上 , HAR ZK (L. Foulds) 陆续 提出 了 一 些 
肿瘤 演变 发 展 的 基本 原则 。 他 指出 肿瘤 的 恶性 发 展 在 时 间 和 空间 上 是 不 连续 
的 ,致癌 的 各 阶段 是 有 质 的 区 别 的 。 癌 的 表 型 由 许多 “单位 性 状 ” 组 成 ,这 些 单 
位 性 状 包括 对 生长 因子 或 激素 的 依赖 性 , 癌 细 胞 的 侵袭 性 和 转移 性 等 。 其 中 某 
些 性 状 则 要 在 癌变 充分 发 展 后 才 会 表现 ,有 时 甚至 会 出 现 诸如 药物 抗 性 这 样 全 
新 的 性 状 。 福 尔 兹 认识 到 这 并 不 是 由 最 初 的 遗传 变异 所 决定 的 ,而 是 在 恶变 过 
程 中 新 的 突变 不 断 产生 , 加 上 肿瘤 在 发 展演 化 中 的 选择 作用 , 造成 肿瘤 相关 突 
变 逐 渐 积 累 的 结果 。 他 在 1969 年 发 表 的 代表 作 中 写 过 这 样 一 段 话 : “肿瘤 的 行 
为 取决 于 多 种 多 样 的 因素 , 这 些 因 素 在 很 大 程度 上 是 独立 变化 的 , 是 一 些 影响 
肿瘤 发 展 的 自 变数 , 但 它们 能 相互 组 合 , 匹配 补充 , 而 又 倾向 于 独立 发 展 。” 福 
尔 兹 的 概念 十 分 妥 帖 , 并 能 在 分 子 水 平 上 对 这 个 概念 进行 分 析 。 然 而 , 把 这 些 
概念 和 有 关 癌 基因 的 研究 联系 起 来 , 必然 会 产生 这 样 一 个 问题 : 细胞 恶变 中 的 
具体 “单位 性 状 ” 是 不 是 由 特定 的 癌 基 因 决 定 的 ?也 就 是 说 , 在 癌变 发 展 的 各 
个 阶段 中 ,各 个 瘤 基 因 是 怎样 通过 功能 协同 而 导致 正常 细胞 恶性 转化 的 ? 

关于 癌 基 因 在 功能 上 的 相互 关系 , 目前 有 两 种 代表 性 的 看 法 : 一 种 是 “调节 
级 联 反 应 ”假设 ; 另 一 种 是 “网 状 调控 ”假设 。 

前 面 已 经 介绍 了 正常 的 c-ras 基因 的 产物 能 接受 外 来 的 生长 信号 , 并 进而 将 
这 种 信号 传递 给 信息 流 的 下 一 个 效应 靶 分 子 。 在 发 生 了 恶性 转化 的 细胞 中 ,激活 
的 ras 基 因 及 其 产物 会 在 没有 接受 任何 外 来 生长 信号 的 情况 下 ,“ 自 动 ” 向 某 个 靶 
位 传递 信息 而 致使 失控 。 这 种 看 法 的 核心 是 一 系列 活化 的 癌 基 因 扰 乱 了 细胞 外 
源 生长 信号 的 产生 接受、 传递 和 效应 系统 的 正常 调节 功能 ,导致 细胞 的 恶性 转化 
和 异常 生长 。 反 过 来 讲 , 未 活化 的 正常 况 基 因 编 码 的 蛋白 质 可 能 是 某 种 生长 激 
素 ,也 可 能 是 细胞 表面 受 体 ,还 可 能 是 专 司 信息 传递 的 某 种 信息 载体 蛋白 ,这 些 原 
癌 基 因 的 蛋白 产物 组 成 了 一 个 使 生长 信号 逐 级 放大 的 “调节 级 联 反 应 (regulatory 
cascades)” ,支持 这 种 看 法 的 实验 证 据 很 多 。 

早 在 1983 年 , 就 有 两 个 实验 室 用 不 同 的 分 析 方 法 研究 了 类 人 猿 病毒 癌 基 
Al v-sis, 发 现 它 和 寄主 细胞 的 血小板 源 生 长 因素 (platelet derived growth factor, 
PDGF) 的 结构 基因 是 同 源 的 。 还 有 人 发 现 人 骨肉 瘤 和 胶 母 细胞 瘤 会 分 泌 PDGF 
样 的 多 肽 。 另 一 个 有 趣 的 实验 是 从 禽类 成 红细胞 增多 症 病毒 (AEV ) 分 离 到 的 癌 
基因 erbB 所 编码 的 蛋白 质 p65 是 细胞 质 膜 上 的 一 种 糖 蛋白 , 而 糖 蛋白 往往 作为 
各 种 信息 载体 分 子 的 受 体 而 起 着 重要 的 调节 功能 。 生 物 信息 学 研究 还 表明 , ras 
基因 (包括 Ha-ras、Ki-ras #il N-ras ) 编码 的 p21 和 蛋白 的 部 分 氨基 酸 序列 和 牛 线 粒 
体 中 的 质子 转移 酶 H-AIP 酶 的 B 亚 基 的 氨基 酸 序列 极为 相似 。 活 化 的 ras 基 因 ， 
如 Eonc, 则 能 造成 细胞 质 膜 电 位 的 改变 。 当 时 还 发 现 p21 是 细胞 质 膜 上 的 一 种 
能 够 产生 电子 的 GTP 酶 , 它 的 构 型 的 改变 可 能 会 改变 细胞 质 膜 两 侧 的 化 学 电位 ， 
导致 与 癌变 有 关 的 多 向 效应 。 

另外 , 美国 和 德国 的 科学 家 多 次 证 实 PDGF 可 诱导 原 癌 基 因 c—fos (与 小 鼠 
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FBJ 骨 肉瘤 病毒 癌 基 因 /jos 同 源 ) 的 表达 , 而 c-fos 的 表达 又 可 诱导 c-myc 的 表 
达 。 前 面 已 经 讲 过 PDGF 和 原 癌 基因 c-sis 编 码 的 蛋白 质 结构 相似 。 把 这 些 研 
究 结果 联系 起 来 , 构成 了 PDGF (cesis) HIG cfos, c-fos 再 激活 下 游 的 信和 号 分 子 
c-myc。 推 测 这 条 信号 通路 的 存在 似乎 佐证 了 调控 级 联 反 应 假设 。 

然而 , 提出 网 状 调控 假设 的 人 认为 ,已 识别 的 20 多 种 癌 基 因 所 编码 的 和 蛋 
白质 是 多 种 多 样 的 , 有 的 是 位 于 细胞 质 膜 上 的 蛋白 激酶 (如 src、abl、ras 等 编 
码 的 蛋白 质 ), 有 的 是 与 DNA 结合 的 核 内 蛋白 (如 myc、myb、fos 等 编码 的 蛋白 
质 ), 有 的 是 在 质 膜 上游 动 的 糖 蛋 白 ( 如 erb8 编 码 的 蛋白 质 ), 还 有 些 是 功能 尚 
未 弄 清 的 , 也 许 作 用 方式 也 更 为 复杂 多 样 的 蛋白 质 。 这 些 说 明 , 致癌 的 途径 可 
以 是 多 种 多 样 的 。 可 以 设想 有 一 个 调节 控制 细胞 生长 和 分 裂 的 调控 网 络 , 覆 
盖 和 联络 了 从 细胞 核 的 中 心 一 直到 细胞 膜 的 许多 调控 网 点 。 如 果 这 个 调控 网 
络 的 任何 一 个 节点 或 几 个 节点 发 生 异 常 或 失去 平衡 , 将 会 导致 细胞 的 恶性 生 
长 。 各 种 各 样 原 癌 基 因 呈 现 的 多 姿 多 态 的 功能 , 也 许 正 是 这 个 调控 网 络 的 组 
分 的 某 些 反映 。 图 8-13 只 是 与 癌变 相关 的 部 分 信号 通路 的 一 种 示意 图 。 深 入 
研究 癌 基 因 及 其 所 编码 的 蛋白 质 使 我 们 有 可 能 去 揭示 这 个 细胞 生长 调控 网 络 
的 结构 与 功能 。 

与 调控 小 瀑布 假设 不 同 , 网 络 假设 认为 在 正常 的 生长 和 发 育 条 件 下 , 所 
有 的 原 癌 基因 都 是 表达 其 功能 的 , 只 有 当 原 癌 基 因 表达 产物 的 量 ( 超 量 表 达 ) 
或 质 ( 结 构 异 常 ) 发 生 了 会 导致 细胞 恶性 转化 的 变化 时 , 细胞 才 会 进入 致癌 的 
“轨道 ”。 


G-A 


DNA 错 配 


PMS2 MLH1 


GTBP’ 
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图 8-13 癌变 相关 的 
部 分 信号 通路 的 示意 
( 引 自 lookfordiagnosis. 
com 网 ) 
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§ 8.7 ”肿瘤 抑制 基因 的 发 现 


前 面 几 节 关 于 瘤 基因 的 讨论 表明 , 瘤 基 因 在 肿瘤 发 生 的 作用 是 因为 其 编码 
的 蛋白 产物 的 活性 增加 或 结构 改变 能 导致 细胞 的 恶性 转化 ,无论 是 突变 还 是 臻 
瘤 病 毒 在 细胞 的 基因 组 引入 的 癌 基 因 都 呈现 出 对 野生 型 原 癌 基因 的 显 性 效应 ， 
即 激活 单个 等 位 基因 就 可 能 致癌 , 或 者 说 致 瘤 性 是 因为 发 生 了 突变 的 原 瘤 基 因 
获得 了 一 种 新 的 功能 。 那 么 , 是 不 是 能 引起 癌变 的 基因 突变 都 是 显 性 突变 呢 ? 
隐 性 突变 是 不 是 也 有 可 能 引起 细胞 的 恶性 生长 呢 ? 可 以 设想 , 如 果 细 胞 因 某 种 
基因 的 隐 性 突变 而 成 为 瘤 细胞 , 那么 这 种 癌 细 胞 与 正常 细胞 融合 后 的 表 型 应 
该 是 正常 的 , 不 会 呈现 出 恶性 转化 特性 。 在 肿瘤 分 子 生物 学 发 展 的 早期 , 盖 泽 
(A. G. Geiser ) 等 就 通过 细胞 融合 和 基因 转 染 实验 证 实 的 确 存在 致癌 的 隐 性 突 
变 基因 。 

美国 儿科 医师 努 森 (A. G. Knudson) 注意 到 , 在 儿童 期 发 生 的 有 强烈 遗 
传 倾 向 的 恶性 病变 中 最 常见 的 是 视网膜 母 细胞 瘤 。 他 发 现 多 数 患 儿 单 眼 串 
JA , 但 也 有 患 儿 双 侧 眼睛 都 患 瘤 , 甚至 还 有 在 极 早 期 就 出 现 双 侧 视网膜 母 细 
胞 瘤 的 病例 。 在 基因 型 分 析 中 , 努 森 发 现 患 儿 及 其 部 分 家 族 成 员 的 染色 体 
13q14 区 段 有 一 个 与 视网膜 母 细胞 瘤 发 病 关 联 密切 的 基因 突变 , 这 个 基因 就 
被 命名 为 R。 患 者 的 致 病 基 因 , 即 Rb 的 突变 等 位 基因 rb, 既 可 以 是 通过 生 
殖 系 遗传 而 使 患者 在 家 族 内 聚集 , 也 可 以 通过 体 细胞 突变 而 使 病例 呈 散 发 状 
态 。 但 是 大 量 的 临床 资料 表明 , 只 有 该 基因 座位 上 的 两 个 等 位 基因 的 功能 都 
丢失 时 才 会 致癌 。 有 家 族 性 病史 或 双 侧 发 病 的 病例 往往 携 有 一 个 通过 生殖 
系 遗 传 的 突变 等 位 基因 xb, 而 男 一 个 基因 是 野生 型 等 位 基因 Rb, 其 基因 型 为 
Rb/rb( 表 8-5)。 一 旦 体 细胞 中 的 Rb 突变 为 rb 就 会 导致 肿瘤 , 所 以 肿瘤 组 织 
的 基因 型 是 rb/rb。 临 床 资 料 和 遗传 分 析 都 提示 视网膜 母 细胞 瘤 是 隐 性 突变 
而 引发 的 肿瘤 , 视网膜 母 细胞 瘤 也 成 了 临床 上 发 现 的 第 一 个 隐 性 突变 致癌 的 


实例 。 
表 8-5 视网膜 母 细胞 瘤 的 基因 型 
基 因 型 散发 . 单 侧 ”家 属性 、 双 侧 。。 13q14 区 域内 缺失 
非 瘤 组 织 Rb*/Rb* Rb‘/rb Rb'/— 
瘤 组 织 rb irb rb /— rb/lrb rb /— rb/— 一 一 


TE: Rb 为 野生 型 基因 ; rb 为 突变 型 基因 ; 一 为 染色 体 缺失 。 


根据 视网膜 母 细胞 瘤 的 发 病 机 制 , 早 在 20 世 纪 70 年 代 努 森 就 提出 了 视 网 
膜 母 细胞 瘤 致 病 的 “两 次 打击 ”假设 。 他 认为 患者 家 族 中 携带 了 一 个 突变 基因 
rb 的 成 员 会 在 极 早期 通过 基因 点 突变 、 染 色 体 的 丢失 、 缺 失 、 不 等 交换 、 细 胞 的 有 
丝 分 裂 重 组 ,或 者 染色 体 丢 失 加 重复 等 机 制 而 失去 仅 存 的 野生 型 等 位 基因 Rb， 
最 终 造成 早期 双 侧 肿瘤 (图 8-14a)。 他 还 注意 到 没有 家 族 史 的 散发 病例 一 般 发 
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病 较 晚 , 还 常常 只 是 单 侧 患 瘤 。 值 得 注意 的 是 无 论 通过 什么 机 制 , 经 历 两 次 打 
击 的 肿瘤 组 织 使 最 初 因 Rb 和 xb 两 个 基因 共存 而 呈现 的 遗传 异 质 性 丢失 (loss of 
heterozygosity, LOH)。 此 后 ,分 子 生物 学 家 利用 基因 的 限制 性 内 切 酶 的 限制 性 片 
ELK EZ ASH (restriction fragment length polymorphism, RFLP ) 实验 发 现 , 视网膜 
母 细 胞 瘤 细 胞 的 相应 片段 确实 呈现 出 LOH, 从 而 也 证 实 了 努 森 “两 次 打击 ”假设 
(图 8-14b)。 这 样 努 森 不 仅 发 现 了 人 的 一 个 特定 基因 的 隐 性 突变 与 一 种 恶性 肿瘤 
之 间 的 关联 ,还 建立 了 细胞 恶性 转化 的 两 次 打击 学 说 。 由 此 可 以 推断 视网膜 母 
细胞 瘤 的 发 病原 因 是 Rb 基因 的 突变 造成 了 它 编码 的 蛋白 质 功 能 的 缺失 。 此 后 ， 
研究 还 提示 Rb 基因 的 功能 缺失 与 骨肉 瘤 和 小 细胞 肺癌 的 发 生 、 发展 有 密切 关联 。 
后 来 人 们 又 陆续 发 现 了 多 种 隐 性 突变 引起 的 肿瘤 ( 表 8-6), 进一步 证 实 基因 的 隐 
性 突变 可 以 引起 人 恶性 肿瘤 。 


正常 等 位 基因 突变 等 位 基因 
第 一 次 突变 可 发 生 
于 生殖 系 或 体 细胞 
第 二 次 突变 事件 发 生 于 体 细胞 


染色 体 丢 失 缺失 AER REFER 有 丝 分 裂 重组 点 突变 


| 不 | 加 重复 


三 次 突变 事件 的 发 生 造 成 肿瘤 细胞 遗传 物质 的 异 质 性 丢失 (LOH) (a) 


aa eS 


A,A B,B A,B 
$ 


< Fe LOH( 异 质 性 丢失 ) 








B (b) 


8-14 (a) 两 次 打击 造成 肿瘤 细胞 LOH 的 可 能 机 制 ; (b) 利用 RFLP 诊断 LOH 的 原理 


图 中 具有 诊断 价值 是 限制 性 内 切 酶 Msp I 切割 片段 的 长 度 。 在 野生 型 等 位 基因 Rb 和 突变 
型 等 位 基因 rb 共存 时 会 出 现 两 条 长 度 不 等 的 Msp I 切割 片段 A 和 B, 一旦 野生 型 等 位 基因 丢 
失 , 不 论 Rb 和 rb 的 Msp I 切割 片段 是 A 还 是 B, 结 果 只 能 是 与 :bp 对 应 的 Msp I 切割 片段 一 样 长 
度 的 DNA 片 段 。 
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图 8-15 转录 因子 
E2F、 细 胞 周期 素 复合 
物 Cdk 和 RB 有 蛋白 的 
磷酸 化 的 关系 及 其 对 
细胞 分 裂 的 影响 ( 引 
自 sunmoonx.blogsprt. 


com 网 ) 


表 8-6 人 肿瘤 中 的 隐 性 突变 实例 






视网膜 母 细胞 瘤 / 某 些 骨 瘤 13q14 
肾 母 细胞 瘤 11p13 
贝克 威 思 - 怀 德 曼 综合 征 ( 肾 、 肌 、 肝 、 肾 上 腺 胚胎 瘤 ) lip 
aun llp 
听 神 经 瘤 /脑膜 瘤 22 


Rb 基因 编码 的 蛋白 质 RB 是 影响 细胞 周期 的 核 内 磷酸 蛋白 RB, 在 细胞 周 
期 的 休止 期 (GvG,), RB 是 非 磷酸 化 的 , 而 在 细胞 分 裂 期 , 特别 是 G, 期 末 它 可 被 
细胞 周期 素 依 赖 性 激酶 (cyclin dependent kinase,Cdk)/ 细 胞 分 裂 周期 素 复 合 物 
(cyclin complex) 磷酸 化 ,在 有 丝 分 裂 中 又 被 去 磷酸 化 。 非 磷酸 化 的 RB 可 特异 性 
地 与 多 种 蛋白 质 结合 ,所 以 RB 和 这 些 蛋 白质 的 相互 作用 只 能 发 生 于 S 期 之 前 ,一 
且 RB 被 磷酸 化 , 则 会 释 出 这 些 蛋 白质 。RB 的 下 游 丢 基因 包括 转录 因子 群 E2F， 
E2F 转 而 激活 对 细胞 进入 S 期 至 关 重 要 的 一 系列 靶 基 因 。 与 RB 的 结合 则 会 抑 
制 E2F 激 活 转录 的 能 力 , 这 就 提示 RB 可 能 会 阻 过 依赖 E2F 的 基因 的 表达 , BIRB 
间接 抑制 了 细胞 进入 S 期 。 也 就 是 说 RB-E2F 复 合 物 直 接 抑制 了 某 些 靶 基因 ,而 
RB-E2F 复 合 物 的 解 联 可 使 这 些 基 因 得 以 表达 (图 8-15)。 

我 们 是 从 病毒 及 其 携带 的 v-onc 开 始 讨论 癌 基 因 的 , 然而 , 对 病毒 致癌 机 制 
的 深入 研究 却 是 以 肿瘤 抑制 基因 的 功能 分 析 为 契机 的 。 著 名 的 肿瘤 分 子 生物 学 
K (E. Harlow) ,怀特 (P. Whyte) 和 温 伯 格 等 的 早期 合作 研究 就 发 现 了 猴 病 毒 
SV40 的 工 抗原 和 腺 病毒 的 E1A 抗 原 能 特异 性 地 和 非 磷酸 化 的 RB 和 蛋白 结合 。 非 
磷酸 化 的 RB 蛋白 一 旦 和 肿瘤 病毒 的 特异 性 抗原 结合 就 不 能 再 与 E2F 结 合 , E2F 
由 此 摆脱 了 RB 和 蛋白 , 进而 促使 细胞 进入 S 期 。 除 此 之 外 , 非 磷 酸化 的 RB 蛋白 对 


磷酸 化 的 Rb 蛋白 






细胞 分 裂 S 期 DNA 复 制 
所 需 基 因 未 能 转录 





| 翻译 


细胞 分 裂 S 期 所 需 
的 酶 和 看 白质 @ @ 2? 
© 8 
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癌 细 胞 增殖 的 阻 过 作用 还 可 以 通过 转基因 实验 来 说 明 。 有 人 曾经 分 离 到 一 株 RB 
蛋白 缺乏 的 骨肉 瘤 细 胞 , 当 将 Rb 基因 转 入 该 细胞 株 后 其 生长 就 很 快 被 阻止 。 然 
而 , 这 种 阻止 可 以 被 细胞 周期 素 D 的 高 表达 所 克服 , 因为 细胞 周期 素 D 也 能 形成 
Cdk/ 细 胞 周期 素 复 合 物 而 使 RB 蛋白 磷酸 化 而 释放 出 E2F, 导致 细胞 增殖 加 快 。 
病毒 抗原 与 RB 蛋白 的 特异 性 结合 与 肿瘤 发 生 的 关联 也 进一步 证 实 了 肿瘤 抑制 基 
因 对 细胞 分 裂 的 调控 作用 。 此 外 , 涉及 细胞 周期 GvG, 或 GVS 调 控 的 还 有 小 分 子 
抑制 蛋白 p16、p21 和 p27 等 。 

近 50 年 的 研究 表明 , 与 肿瘤 发 生 相 关联 的 隐 性 突变 基因 绝 大 多 数 是 肿瘤 抑 
制 基 因 (tumor suppressor gene) , 又 称 抗 癌 基 因 (anti-oncogene ) , 它们 是 保护 细胞 、 
使 细胞 避免 走向 癌症 发 展 的 某 一 阶段 的 一 类 基因 。 这 类 基因 的 突变 或 功能 丢失 
会 降低 甚至 完全 丧失 对 细胞 的 保护 功能 ,有 可 能 在 另 一 些 肿瘤 相关 因子 的 协同 作 
用 下 导致 细胞 进入 恶变 的 进程 。 

定位 于 人 染色 体 17p13.1 的 7P53 基 因 编 码 了 又 一 个 重要 的 肿瘤 抑制 蛋白 ， 
即 分 子 量 为 53 000 的 p53 和 蛋白。p53 和 蛋白 是 重要 的 转录 因子 , 它 由 三 个 结构 域 组 
成 : 酸性 的 氨基 端 是 转录 活性 结构 域 ; 富 含 碱 性 氨基 酸 的 羧基 端 含有 四 聚 体 化 
结构 域 和 核定 位 信号 序列 ; 中 央 含 几 个 玲 水 性 很 强 和 带电 荷 极 少 的 与 DNA 特异 
性 结合 相关 的 结构 域 。 野 生 型 p53 对 细胞 增殖 起 一 定 的 减速 \、 检 测 损伤 和 监视 作 
用 ,一 旦 发 现 尚未 修复 的 损伤 , 则 会 导致 细胞 凋 亡 。 几 乎 在 50% 以 上 的 恶性 肿瘤 
中 都 可 以 检查 出 p53 突变 , 突变 型 p53 蛋白 丧失 了 对 细胞 生长 、 损 伤 监测 、 凋 亡 和 
增殖 的 调控 作用 , 甚至 会 获得 类 似 癌 基 因 的 新 功能 。 经 生殖 系 细胞 遗传 的 p53 R 
变 基 因 可 增 大 多 种 癌症 的 发 病 风险 。 

p53 蛋白 主要 分 布 于 细胞 核 ,具有 与 DNA 特 异性 结合 的 能 力 , 它 介 导 的 细胞 
信号 通路 在 细胞 正常 生命 活动 中 有 至 关 重 要 的 作用 ,并且 与 其 他 的 信号 通路 之 间 
有 广泛 而 复杂 的 联系 ,许多 基因 的 表达 直接 或 间接 受 它 调控 , 它 的 活性 还 会 因 磷酸 
化 .乙醚 化 、 甲 基 化 和 泛酸 化 等 翻译 后 修饰 而 改变 。 野 生 型 p53 通过 对 诸多 基因 的 
调节 , 或 者 直接 与 其 他 蛋白 相互 作用 来 调控 细胞 凋 亡 、 抑 制 细 胞 周期 和 DNA 损 伤 
修复 ,以 应 对 紫外 光 或 其 他 射线 的 辐射 、 化 学 物质 、 低 氧 微 环 境 等 引起 的 细胞 应 激 。 

p53 蛋白 的 关键 性 调控 因子 是 泛 素 连接 酶 MDM2, 它 既 能 抑制 p53 的 转录 ,又 
能 靶 向 性 地 使 p53 蛋白 泛酸 化 而 导致 其 降解 。 另 一 方面 , MDM2 也 会 经 自身 泛酸 
化 而 降解 , 这 样 就 会 使 MDM2 和 p53 都 能 快速 周转 。 因 为 MDM2 同 时 也 是 p53 
转录 产物 的 靶 标 ,所 以 p53 活性 增加 会 导致 其 自身 负 调 控 因子 MDM2 的 表达 。 这 
样 ,这 两 种 分 子 在 整个 调控 网 络 中 维持 着 一 个 相互 制约 的 负 反馈 回路 。 哺 乳 动 物 
细胞 中 p53 蛋白 在 非 应 激情 况 下 仅 维 持 较 低 的 丰 度 , 且 半 存活 期 较 短 。 在 应 激 条 
件 下 ,p53 和 蛋白 可 通过 磷酸 化 或 乙酰 化 等 共 价 修饰 , 甚至 改变 它 的 细胞 定位 而 趋 
FRE, 以 提高 在 细胞 中 的 丰 度 。 活 化 的 p53 蛋白 是 高 效 的 转录 因子 ,能 借助 不 
同 的 信号 转 导 通路 介 导 细胞 增殖 周期 阻 遇 、 细 胞 凋 亡 、 遗 传 损伤 修复 和 抑制 肿瘤 
的 血管 生成 (图 8-16 )。 

p53 阻 遏 细胞 增殖 主要 发 生 于 细胞 周期 的 GW/S 对 受 损 DNA 的 检测 p53 
的 下 游 半 基因 细胞 周期 依赖 激酶 抑制 蛋白 p21CIP1 (cyclin dependent kinase 
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图 8-16 p53 的 功能 性 
结构 区 域 .主要 负 调 控 
回路 及 其 激活 的 下 游 靶 
基因 涉及 的 多 条 信号 通 
路 和 相应 的 细胞 效应 示 
意 ( 改 自 J.D.Amaral 等 ) 


p53 结构 域 示 意图 


WY 25 ASR 
T 定位 人 
激活 p53 的 应 激 信 号 DNA 损伤” BOHA 缺 氧 。” 营养 不 民 AA 









p53 的 主要 负 调 控 回 路 
p53 涉及 的 下 游 调控 事件 


p53 调控 的 部 分 
下 游 又 基因 


inhibitor) 可 与 一 系列 细胞 周期 素 依赖 性 激酶 (cyclin dependent kinase, Cdk)/ 
细胞 分 裂 周期 素 复 合 物 (cyclin complex) 相 结 合 , 阻 遏 其 参与 Rb 的 磷酸 化 , 而 
非 磷 酸化 的 Rb 能 保持 与 转录 因子 群 E2F 的 结合 , 使 之 无 法 激活 细胞 增殖 相 
关 的 基因 群 , 将 细胞 阻 清 在 G, 期 。p53 的 另 一 些 下 游 基因 ,如 DNA 损 伤 修复 
蛋白 GADD445、14-3-3Q 等 也 参与 了 对 细胞 增殖 的 调控 。 当 DNA 的 损伤 不 
可 修复 时 ,p53 就 会 启动 涉及 特定 的 细胞 死亡 受 体 Fas 和 DR5, 以 及 天 冬 氨 酸 
特异 性 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 (aspartate-specific cysteine proteases ) 等 细胞 凋 亡 效 
应 因子 参与 的 细胞 凋 亡 级 联 反应 (caspase cascade) 相关 程序 。 泛 酸化 的 p53 
还 能 移入 线粒体 直接 诱导 促 凋 亡 蛋 白 Bax 和 Bak 朝 聚 化 , 以 持 抗 抗 凋 亡 因子 
Bcl2 和 Bcl-xl 等 的 作用 。p53 的 DNA 特 异性 结合 结构 域 具有 核酸 内 切 酶 活 
TE, 能 切除 错 配 的 核 苷 酸 , 与 其 他 修复 因子 协同 参与 受 损 DNA 的 修复 。 图 
8-16 还 显示 了 p53 参 与 抑制 肿瘤 的 血管 生成 和 诱导 细胞 衰亡 等 调控 作用 相 
关 的 信号 通路 。 

虽然 z53 和 Rb 都 是 肿瘤 抑制 基因 , 但 是 它 的 功能 受阻 或 丢失 并 不 通过 两 次 
打击 模式 , 突变 型 p53 是 以 显 性 负 效 应 (dominant negative ) 方 式 行使 功能 的 , 即 它 
的 突变 基因 编码 的 蛋白 产物 能 阻 遏 野生 型 基因 编码 的 蛋白 质 的 功能 。 大 量 分 析 
表明 , 人 类 癌症 中 发 现 的 95% 以 上 的 p53 突变 都 发 生 于 它 的 DNA 特 异性 结合 区 ， 
且 绝 大 多 数 属于 错 义 突变 。 所 以 突变 型 p53 基因 虽然 编码 了 全 长 的 蛋白 质 , 却 不 
能 激活 下 游 的 靶 基 因 。 除 了 功能 丢失 之 外 , 突变 型 p53 蛋白 还 呈现 出 抑制 野生 型 
p53 和 蛋白 的 显 性 负 效 应 ,或 者 获得 不 依赖 野生 型 p53 和 蛋白 的 新 功能 。 为 了 深入 研 
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究 这 种 显 性 负 效应 , 威 利 斯 (A. Willis) 等 专门 建立 了 三 个 特殊 的 细胞 系 : 能 单独 
诱导 表达 错 义 突变 型 pS3 蛋 自 的 细胞 系 、 能 单独 诱导 表达 野生 型 p53 和 蛋白 的 细胞 
系 和 能 同时 诱导 表达 野生 型 p53 蛋白 和 错 义 突变 型 p53 蛋白 的 细胞 系 , 并 利用 这 
三 个 细胞 系 比 较 系 统 地 研究 了 突变 型 p53 蛋白 的 显 性 负 效 应 。 实 验 提 示 错 义 突 
变型 p53 蛋白 明显 降低 了 野生 型 p53 蛋白 与 其 对 基因 p21、MDM2 和 PIG3 的 反应 
元 件 的 结合 能 力 , 从 而 也 降低 了 对 这 些 内 源 基 因 和 其 他 靶 基 因 的 诱导 , 进而 阻止 
了 野生 型 p53 蛋白 对 细胞 周期 的 调控 作用 。 这 项 研究 证 实 错 义 突 变型 p53 蛋白 通 
过 阻 断 野生 型 p53 蛋白 与 DNA 的 特异 性 结合 , 随 之 阻止 其 抑制 细胞 生长 等 功能 ， 
呈现 出 突变 基因 的 显 性 负 效 应 。 最 近 的 研究 还 提示 突变 型 p53 和 蛋白 还 可 能 通过 
磷酸 化 、 乙 酰 化 或 泛酸 化 等 修饰 改变 分 子 的 稳定 性 和 空间 构 型 , 影响 它 在 细胞 内 
的 丰 度 和 显 性 负 效 应 的 强度 。 其 实 , 只 要 p53 蛋白 的 突变 位 置 不 一 样 , 与 之 结合 
的 转录 因子 等 蛋白 质 种 类 就 可 能 不 一 样 ,就 有 可 能 通过 不 同 的 机 制导 致 程度 不 等 
的 显 性 负 效 应 。 

此 外 , 肿瘤 抑制 基因 的 功能 丧失 还 可 通过 其 他 途径 来 实现 , 如 细胞 周 
期 抑制 蛋白 p27kipl 的 突变 基因 编码 的 蛋白 呈现 功能 上 的 单 倍 性 不 足 性 
(haploinsufficiency ) , 即 单个 等 位 基因 突变 只 是 增加 细胞 对 致癌 的 敏感 程度 。 再 
如 ,与 乳腺 癌 和 卵巢 癌 密 切 关 联 的 肿瘤 敏感 基因 BRC41 的 突变 型 等 位 基因 可 借 
助 表 观 遗传 机 制 控制 特异 性 小 RNA 的 表达 来 导致 乳腺 癌 和 卵巢 癌 的 发 生 ,我们 
将 在 表 观 遗传 和 肿瘤 一 节 中 做 进一步 讨论 。 图 8-17 是 几 种 造成 肿瘤 抑制 基因 功 
能 丧失 机 制 的 示意 图 。 

细胞 周期 汇聚 了 细胞 精确 复制 的 关键 步 又。 与 细胞 癌变 相关 的 突变 事件 大 
多 发 生 于 编码 细胞 周期 调控 信号 分 子 的 基因 , 主要 是 癌 基 因 和 肿瘤 抑制 基因 。 正 
常 的 细胞 分 裂 受 原 癌 基 因 调 节 , 这 对 于 生长 发 育 和 细胞 的 新 老 交 替 是 必需 的 , 而 
肿瘤 抑制 基因 是 细胞 从 Gi 期 向 S 期 过 渡 时 的 制 动 信号 , 必要 时 可 使 细胞 分 裂 停 
止 或 减速 。DNA 损 伤 修复 基因 的 重要 作用 是 确保 从 S 期 进入 染色 体 有 丝 分 裂 
前 的 G, 期 的 基因 结构 是 完整 的 、 没 有 受 损 的 。DNA 损 伤 修复 基因 的 突变 会 增 
加 癌症 发 生 的 风险 , 如 遗传 性 非 息肉 结 直 肠 癌 相 关 基 因 (hereditary non polyposis 
colorectal cancer, HNPCC)、 多 发 性 内 分 泌 腺 瘤 致 病 基 因 1 (multiple endocrine 
neoplasia typel, MEN1) 和 乳腺 癌 易 感 基 因 (hereditary breast-ovarian cancer 
syndrome, BRCA 1/2 ) 等 基因 的 突变 会 降低 DNA 修复 效率 ,增加 基因 突变 率 ,其 至 
导致 其 他 肿瘤 抑制 基因 失 活 或 癌 基 因 激 活 。 所 以 DNA 损 伤 修复 基因 也 可 归 入 肿 
瘤 抑 制 基因 。 为 了 机 体 的 整体 利益 , 细胞 还 会 启动 凋 亡 程序 来 去 除 损伤 未 被 修复 
的 细胞 。 总 之 原 癌 基 因 的 突变 使 细胞 获得 某 种 促进 细胞 周期 进行 和 抑制 细胞 凋 
亡 的 能 力 , 肿瘤 抑制 基因 的 突变 则 使 细胞 丧失 控制 细胞 增殖 和 促进 细胞 凋 亡 的 能 
力 。 图 8-18 显 示 这 几 类 基因 在 细胞 周期 检测 关卡 点 (checkpoint) 调控 中 的 作用 
及 其 相互 关系 。 

图 8-18 上 部 是 原 癌 基 因 、 肿 瘤 抑 制 基 因 和 DNA 损 伤 修复 基因 对 细胞 分 裂 细 
胞 周期 检测 关卡 点 的 调控 作用 示意 图 ,下 部 的 表格 列 出 了 细胞 原 癌 基因 和 肿瘤 抑 
制 基因 突变 对 其 功能 的 影响 。 
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野生 型 突变 型 
肿瘤 抑制 基因 肿瘤 抑制 基因 
(a) le — LOH 典型 的 
-= -m 两 次 打击 模式 
一 -an 一 ee a 
(b) a a 
c) 一 -一 突变 ”一 一 R 
— 一 一 -一 一 
沉默 
a mm ar lett 或 LOH Fite aT 
ee “一 .一 一 
e) ii — 单 基因 突变 、 缺 失 或 沉默 — 一 一 
— oe | 呈现 单 倍 性 不 足 
的 肿瘤 抑制 基因 
(D) 一 “aas 一 一 一 = 一 


图 8-17 ”癌症 中 肿瘤 抑制 基因 功能 丢失 的 几 种 模式 ( 改 自 A. Balmain 等 ) 
Ca), (b) 经 典 的 两 次 打击 模式 ,第 一 次 突变 后 可 借助 多 种 机 制造 成 异 质 性 丢失 (LOH) M 
致 基因 功能 的 丧失 , 第 一 次 突变 的 基因 可 通过 生殖 系 细 胞 遗传 , 携带 突变 基因 的 个 体 的 肿瘤 发 
病 风 险 增 加 ;(c) 突变 发 生 后 , 还 可 能 因 野 生 型 等 位 基因 启动 子 区 域 的 甲 基 化 导致 基因 沉默 而 


失去 功能 ;(d) 一 对 等 位 


基因 的 两 个 拷贝 均 被 沉默 ;(e)、(f) 单 倍 性 不 足 的 肿瘤 抑制 基因 只 需 丢 


失 一 个 功能 性 拷贝 即 可 增加 患 病 风险 。 因 突变 而 部 分 或 完全 丧失 功能 的 等 位 基因 可 经 生殖 系 
细胞 遗传 , 突变 基因 携带 者 的 患 病 风险 也 因此 而 增高 。 某 些 低 外 显 率 的 肿瘤 敏感 性 基因 也 可 归 
入 单 倍 性 不 足 的 肿瘤 抑制 基因 。 


图 8-18 基因 在 细胞 





种 瘤 抑制 基因 


野生 型 蛋白 功能 促 瘤 突变 的 性 质 


促进 细胞 增殖 周期 进行 EERE (新 功能 获得 ) 

抑制 细胞 增殖 周期 进行 肿瘤 抑制 基因 突变 (正常 功能 丢失 ) 

促进 细胞 凋 亡 肿瘤 抑制 基因 突变 (正常 功能 丢失 ) 
周期 抑制 细胞 凋 亡 原 癌 基 因 突 变 (新 功能 获得 ) 


检测 关卡 点 调控 中 的 作用 促进 DNA 修 复 肿瘤 抑制 基因 突变 (正常 功能 丢失 ) 


第 8 章 ”肿瘤 分 子 遗传 学 进展 


§8.8 表 观 遗传 与 癌变 


本 节 讨 论 与 肿瘤 发 生发 展 有 关 的 表 观 遗传 调控 机 制 。 癌 症 表 观 遗传 学 旨 
研究 癌 细 胞 基因 组 不 涉及 DNA 序列 改变 的 表 观 遗传 修饰 , 对 于 一 个 正常 细胞 向 
癌 细 胞 转化 而 言 , 表 观 遗传 改变 的 意义 不 亚 于 基因 突变 。 肿 瘤 抑制 基因 沉默 和 癌 
基因 激活 的 表 观 调控 机 制 包括 基因 组 中 CpG 岛 甲 基 化 型 的 改变 和 组 蛋白 修饰 异 
常 ,以 及 多 种 DNA 结 合 蛋 白 的 表达 调控 失常 。 阐 明 肿 瘤 的 表 观 遗传 问题 对 于 瘤 
证 的 预防 、 诊 断 和 治疗 无 疑 是 十 分 重要 的 。 

早 在 1979 年 霍 利 迪 (R. Holliday) 就 曾经 提出 DNA 甲 基 化 可 能 在 癌变 
过 程 中 起 着 重要 的 作用 。1983 年 范 伯 格 (A. P. Feinberg) 和 福 格 尔 斯 坦 (B. 
Vogelstein ) gt Ac HU AH dP DNA 甲 基 化 的 总 体 水 平 低 于 正常 细胞 ,并 证 实 肿 瘙 
细胞 的 低 甲 基 化 频繁 发 生 于 重复 序列 和 在 生物 演化 过 程 中 引入 的 外 来 寄生 性 
DNA (parasitic DNA )。 在 正常 情况 下 ,这 类 DNA 序 列 是 被 高 度 甲 基 化 的 ,这 种 
特征 性 的 甲 基 化 反映 出 DNA 甲 基 化 和 RNA 干 扰 (RNAi) 一 样 , 都 是 在 生物 演 
化 中 起 源 于 对 外 来 DNA 侵袭 的 一 种 防御 机 制 , 细菌 中 的 限制 -修饰 系统 就 是 以 
DNA 特定 序列 的 甲 基 化 和 甲 基 化 序列 专 一 性 核酸 内 切 酶 为 基础 的 。 实 验 也 表 
明 人 类 基因 组 的 内 源 性 转 座 子 等 可 移动 因子 的 激活 确实 是 和 细胞 的 遗传 不 稳 
定性 相关 联 的 , 如 有 一 些 肺癌 和 结肠 癌 细 和 胞 DNA 总 体 甲 基 化 水 平 的 降低 就 和 
K-ras 等 癌 基 因 的 激活 有 关 。 

除了 DNA 甲 基 化 的 总 体 水 平 降 低 之 外 , 癌 细 胞 往往 出 现 局 部 序列 的 高 甲 基 
化 ,高 甲 基 化 通常 集中 在 启动 子 等 基因 表达 调控 元 件 附近 的 CpG 岛 。 从 1986 年 
hl (J. B. Baylin) 等 最 初 发 现 降 钙 素 (calcitonin ) 基因 在 癌 细 胞 中 呈现 出 正常 细 
胞 中 不 存在 的 异常 甲 基 化 起 , 迄今 已 发 现 相 当 多 的 基因 在 癌 细 胞 中 显现 异常 甲 
基 化 。 例 如 , 在 肾 癌 和 视网膜 母 细胞 瘤 中 VHL (von-hippel landau) 基因 的 沉默 和 
前 列 腺 癌 中 与 DNA 损 伤 修复 有 关 的 GSTP1 ( glutathione-S-transferase p1 ) 基因 的 
沉默 , 都 可 以 被 抑制 DNA 甲 基 转 移 酶 的 5- 氮 胞 苷 重新 激活 , 这 提示 DNA 甲 基 化 
的 异常 是 癌 细 胞 中 某 些 抑制 恶性 生长 的 基因 沉默 的 原因 。 在 肿瘤 细胞 中 最 常见 
的 因 启 动 子 高 甲 基 化 而 转录 沉默 的 基因 包括 细胞 周期 蛋白 依赖 性 激酶 抑制 基因 
P16, 肿瘤 抑 制 基 因 p53, 三 个 不 同 的 DNA 损 伤 修复 基因 MGMT、MLHI1 和 BRC47， 
以 及 细胞 周期 调节 基因 4PC 等 。 

另 一 方面 , 基因 组 其 他 部 分 的 CpG 岛 低 甲 基 化 则 会 通过 印迹 丢失 或 者 转 座 因 
子 的 重新 激活 而 导致 染色 体 的 不 稳定 性 。 例 如 , 胰岛 素 样 生 长 因子 基因 7CF2 的 印 
迹 丢 失 会 增加 夫 患 肠 癌 的 风险 , 并 和 导致 显著 增加 新 生 儿 癌症 风险 的 贝克 威 思 - 怀 
德 曼 综合 征 (BWS) 有 关联 。CpG 岛 在 正常 细胞 的 编码 基因 之 间 的 非 编 码 区 出 现 
的 频率 是 比较 低 的 , 基因 组 中 的 寄生 性 重复 序列 和 许多 癌 基 因 往 往 因 高 度 甲 基 化 
而 受到 抑制 。 人 研究 资料 显示 , 癌 细 胞 基因 组 中 CpG 双 核 背 酸 的 总 体 甲 基 化 水 平 要 
比 正常 细胞 低 20%~50%, 这 可 能 反映 了 癌 细 胞 的 DNA 甲 基 转 移 酶 作用 受到 了 阻 
抑 。 然 而 , 这 会 增加 有 丝 分 裂 重组 和 染色 体重 排 , 其 至 催生 异 倍 体 细胞 形成 的 机 


287 


288 | BA: 探究 .思辨 与 创新 


会 。 值 得 注意 的 是 , 甲 基 化 的 胞 喀 啶 经 过 水 解 、 脱 氮 后 很 容易 自动 转变 为 胸腺 喀 喧 
从 而 提高 突变 的 发 生 率 。 不 仅 如 此 , 甲 基 化 胞 喀 啶 还 增加 了 核 苷 酸 对 紫外 线 的 吸 
收 导 致 喀 啶 二 聚 体 的 形成 , 随 之 而 来 的 DNA 的 有 误 修 复 也 可 能 增加 基因 突变 。 

在 人 类 癌 细 胞 中 还 观察 到 了 多 个 功能 相互 关联 的 基因 , 如 细胞 周期 相关 基 
因 群 和 DNA 损伤 修 复 相关 基因 群 同 时 显现 肿瘤 特异 性 甲 基 化 。 实 验 还 提示 基因 
表达 的 甲 基 化 失 活 似乎 是 癌变 的 极 早 期 事件 , 例如 在 结肠 癌 的 癌 前 病变 组 织 中 
就 发 现 过 特定 基因 的 甲 基 化 , 并 观察 到 甲 基 化 程度 与 整个 病程 演进 过 程 的 关联 。 
癌 细 胞 中 大 多 数 沉默 的 肿瘤 抑制 基因 启动 子 区域 CpG 岛 的 高 甲 基 化 , 也许 是 一 
个 分 阶段 的 渐进 过 程 , 先是 基因 启动 子 区 某 些 特定 的 CpG 岛 从 头 甲 基 化 , 再 由 此 
扩展 至 更 多 的 CpG 岛 , 最 终 使 基因 进入 持续 的 沉默 状态 。 有 实验 提示 , 最 初 的 甲 
基 化 可 能 起 源 于 在 DNA 自 发 损伤 修复 中 产生 的 5- 甲 基 脱 氧 磷酸 胞 喀 啶 (5md- 
CMP) 的 错误 参 人 。 在 正常 情况 下 , Smd-CMP 由 一 种 专门 的 酶 脱 氨 后 转变 为 脱 
氧 磷酸 胸腺 喀 啶 (dTMP)。 而 在 瘤 细 胞 中 , 相当 一 部 分 酶 的 活性 发 生 了 改变 , Be 
使 部 分 Smd-CMP 有 可 能 以 二 磷酸 或 三 磷酸 核 苷 的 形式 错误 参 人 DNA。 有 人 曾 
发 现 一 个 长 期 在 体外 培养 的 中 国 仓鼠 卵巢 细胞 (CHO 细 胞 ) 分 离 株 的 5md-CMP 
脱氧 酶 的 活性 明显 下 降 , 造成 两 个 受 试 基因 位 点 的 自发 表 观 突变 (spontaneous 
epimutation ) 频率 明显 增高 , HE- 标 记 的 Smd-CMP 参 人 实验 证 明 这 个 CHO 的 表 观 
突变 细胞 株 确实 参 人 了 甲 基 脱氧 胞 苷 。 

除了 DNA 甲 基 化 异常 以 外 , 在 肿瘤 细胞 中 往往 出 现 组 蛋白 修饰 和 染色 质 重 
塑 的 异常 ,如 在 正常 细胞 中 组 蛋白 高 度 甲 基 化 的 异 染 色 质 区 域 ,特别 是 重复 序列 ， 
在 肿瘤 细胞 中 出 现 了 甲 基 化 程度 下 降 而 乙酰 化 程度 明显 增加 ; 在 常 染色 质 区 域 
则 出 现 了 完全 相反 的 变化 , 启动 子 区 域 甲 基 化 程度 增加 , 组 蛋白 乙酰 化 呈 逐 步 丢 
失 趋 势 。 这 一 系列 表 观 遗传 异常 造成 整个 肿瘤 细胞 基因 组 的 表达 调控 失常 。 

最 近 ,B. 埃 默 森 (Beverly M. Emerson) 等 发 现 ,位 于 肿瘤 抑制 基因 p16 上 游 的 
一 个 印迹 调控 区 的 差异 甲 基 化 区 域 (DMR ) 中 特有 的 染色 体 屏 障 调节 蛋白 CTCF 
结合 序列 CCCTC 发 生 了 缺失 , 使 它 与 CTCF 共 同 构成 的 一 道 将 异 染色 质 和 基因 
组 其 他 部 分 隔 开 的 分 子 落 篇 不 再 存在 , 异 染 色 质 型 特征 性 表 观 遗传 修饰 的 结构 得 
IRRI E, 最 终 使 p16 沉默 。 这 可 能 就 是 癌 细 胞 发 生发 展 过 程 的 一 个 关键 性 事 
件 。 图 8-19 是 CTCF 特异 性 结合 序列 缺失 造成 肿瘤 抑制 基因 沉默 过 程 的 示意 图 
(关于 屏障 调节 蛋白 CTCF 和 差异 甲 基 化 区 域 DMR 的 概念 可 参阅 第 5 章 )。 

近年 来 的 研究 还 揭示 了 表 观 遗传 病 与 肿瘤 的 相关 。 例 如 BWS 患 者 的 肾 母 细 
胞 瘤 的 发 病 率 比 对 照 群体 高 1 000 倍 。 对 肺癌 、 神 经 胶 质 瘤 (glioma)、 乳腺 癌 和 结 
肠 癌 的 分 析 表 明 TGF2 等 基因 的 印迹 丢失 (loss of imprinting, LOI) 是 肿瘤 危险 因 
F, 也 是 最 常见 的 表 观 遗传 改变 。LOI 的 机 制 还 涉及 CTCF 和 另 一 种 印迹 调控 蛋 
Ai (brother of regulator of imprinted sites, BORIS ) 在 染色 体 上 的 结合 靶 位 的 甲 基 
化 状态 的 改变 ,以 及 印迹 调控 蛋白 质 复合 体 对 染色 质 结 构 重 塑 的 影响 。 

染色 质 分 子 屏障 对 于 真 核 细胞 基因 组 而 言 是 重要 的 调控 序列 ,也 许 它们 的 作 
用 还 不 仅 是 调节 增强 子 与 启动 子 ,或 阻止 异 染色 质 的 扩展 。 它 们 很 可 能 借助 多 种 
经 不 同 修饰 的 屏障 蛋白 及 其 特征 性 结合 序列 构筑 起 基因 组 中 影响 更 为 广泛 的 调 
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控 网 络 ,甚至 能 动 性 更 强 的 染色 质 组 织 系统 。 

近年 来 的 研究 充分 表明 ;正常 组 织 和 恶性 肿瘤 组 织 中 处 于 不 同等 级 层次 细胞 
的 表 观 遗传 学 修饰 状态 是 不 相同 的 。 恶 性 肿瘤 组 织 中 有 极 少 数 细胞 是 一 群 类 似 
于 成 体 干 细胞 那样 具有 自我 增殖 和 分 化 潜能 的 肿瘤 细胞 , 称 肿瘤 干细胞 (cancer 
stem cell, CSC), 它们 经 过 一 系列 的 中 间 步 又 能 产生 出 分 化 的 子 代 细胞 。 与 成 体 
干细胞 一 样 , DNA 甲 基 化 、 组 蛋白 修饰 、 染 色 质 重 塑 及 miRNA 等 表 观 遗传 学 机 制 
在 CSC 的 调控 中 发 挥 着 重要 作用 , 然而 正常 细胞 分 化 所 伴随 的 细胞 重 编 程 过 程 
是 可 道 的 ,而 细胞 恶性 转化 过 程 是 一 个 不 断 地 发 生 和 积累 遗传 突变 和 表 观 遗传 学 
事件 的 不 可 逆 过 程 ,最 终 会 形成 一 个 遗传 背景 多 种 多 样 的 肿瘤 组 织 。 在 每 一 种 遗 
传 背景 相同 的 细胞 群 中 还 会 出 现 表 观 遗传 学 背景 不 同 的 亚 克 隆 细胞 。CSC 不 仅 
能 导致 肿瘤 发 生 ,还 是 引起 肿瘤 转移 、 复 发 和 抗 药 的 关键 原因 。 此 外 ,染色 质 调 控 
因子 或 基因 转录 调控 因子 的 活性 发 生 改变 也 可 能 促进 细胞 转化 和 表 观 遗传 的 致 
癌 性 重 编 程 , 实验 资料 还 提示 这 些 调控 因子 在 肿瘤 形成 之 后 会 继续 发 挥 作 用 , 促 
使 已 分 化 的 肿瘤 细胞 重 编程 为 干细胞 样 的 肿瘤 干细胞 , 在 肿瘤 组 织 里 细胞 分 化 与 
重 编程 这 两 种 作用 最 后 会 达到 某 种 平衡 的 状态 。 肿 瘤 干细胞 模型 是 近年 来 关于 
肿瘤 形成 及 生物 学 特征 的 一 种 重要 观点 。 图 8-20 是 正常 组 织 和 肿瘤 组 织 中 的 细 
胞 分 化 或 重 编程 的 等 级 层次 及 其 渐变 过 程 的 示意 图 。 

近年 来 的 研究 发 现 , 具有 表 观 遗传 调控 作用 的 miRNA 在 肿瘤 转移 中 起 着 重 
要 的 作用 。 肿 瘤 转移 的 开始 阶段 主要 包括 肿瘤 细胞 发 生 上 皮 细 胞 向 间 质 细胞 的 
转化 (epithelial-mesenchymal transition, EMT), 导致 细胞 间 黏 附 能 力 逐 渐 丢 失 , 进 
而 穿越 基底 膜 和 血管 壁 进入 循环 系统 , 并 逃避 免疫 监控 , 最 终 使 部 分 肿瘤 细胞 侵 
袭 特定 器官 形成 转移 灶 。 而 miRNA, 如 miR-200 家 族 成 员 可 设 向 调节 上 皮 细 胞 
向 间 质 细胞 转变 的 两 个 重要 转录 因子 ZEB1 (zinc finger E-box binding protein 1) 
和 ZEB2 (zinc finger E-box binding protein 2), 促进 肿瘤 的 转移 。 已 经 发 现 有 一 
部 分 miRNA 在 细胞 内 的 水 平 会 呈现 出 与 肿瘤 转移 相关 的 时 空 特异 性 。 对 特定 


正常 细胞 的 异 染色 质 与 常 染色 质 之 间 有 分 子 屏障 






FREES REX 肿瘤 抑制 基因 表达 






细胞 的 恶性 转化 导致 
CTCF 结 合 序列 缺失 


一 异 染 色 质 扩展 肿瘤 抑制 基因 被 异 染色 质 化 表达 受 抑 





癌 细 胞 的 异 染 色 质 与 常 染色 质 之 间 的 分 子 屏障 被 破坏 


图 8-19 癌 细 胞 中 介 
于 异 染 色 质 和 基因 组 
其 他 部 分 之 间 的 分 子 
屏障 的 缺失 导致 肿瘤 抑 
制 基 因 沉 默 过 程 的 示 
意 ( 改 自 S. Kaam 和 B. 


Emerson ) 
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图 8-20 正常 组 织 和 
肿瘤 组 织 中 的 细胞 分 
化 或 重 编程 的 等 级 层 
次 ( 引 自 M.L. Suva) 





miRNA 的 分 析 也 已 经 成 为 肿瘤 转移 相关 的 临床 基础 研究 的 重要 内 容 。 

miRNA 与 部 分 肿瘤 抑制 基因 的 作用 机 制 也 密切 相关 , 如 人 们 发 现 与 乳腺 癌 
和 卵 梨 瘤 发 生 风险 有 重要 关联 的 BRCA1 借 助 表 观 遗传 机 制 行使 肿瘤 抑制 基因 
功能 的 新 模式 , 用 图 8-21 来 说 明 : 野生 型 BRCA1 和 组 蛋白 脱 乙酰 酶 HDAC2 形 
成 复合 物 , 并 结合 于 MIR-155 的 启动 子 , 减少 了 这 个 区 域 的 组 蛋白 乙酰 化 , 降低 
了 miRNA-155 的 表达 (图 8-21a)。 即 使 在 存在 一 个 BRC47 突变 等 位 基因 的 前 
提 下 , 野生 型 BRC41 仍 然 足 以 保持 对 miRNA-155 表 达 的 控制 (图 8-21b)。 具 
有 保护 作用 的 野生 型 BRC41 基 因 的 丢失 阻 断 了 BRCA1-HDAC2 复 合 物 的 形成 
使 MIR-155 启 动 子 区 域 的 组 蛋白 得 以 乙酰 化 , 并 促进 miRNA-155 的 表达 (图 
8-21c)。 大 量 miRNA-155 作 用 于 它 的 下 游 靶 分 子 , 致使 细胞 恶性 转化 和 肿瘤 的 
发 生 。 这 个 例子 为 我 们 从 一 个 新 的 视角 来 认识 肿瘤 敏感 基因 BRC47 的 突变 是 如 
何 导 致 乳腺 癌 和 卵 梨 癌 的 (图 8-21d)。 

图 8-22 是 致癌 性 miRNA (oncomiR ) 和 肿瘤 抑制 性 miRNA (tsmiR ) 在 肿瘤 发 
生 、 发 展 信号 通路 中 的 作用 示意 图 , 同时 也 列 出 了 相应 的 miRNA 持 抗 剂 (antago 
miRs) 和 tsmiR 模拟 物 (miRNA mimic ) 在 肿瘤 防治 中 可 能 的 作用 和 机 制 。 

2013 年 , 美国 纪念 斯 隆 - 凯 瑟 琳 癌症 研究 中 心 的 桑 德 (C. Sander) 研究 组 和 
哈佛 大 学 医学 院 的 布尔 克 姆 (R. Beroukhim ) 研究 组 同时 发 表 了 有 关 泛 癌症 (pan- 
cancer) 研究 的 文章 , 他 们 的 研究 代表 了 跨越 不 同 组 织 的 界限 来 探索 不 同类 型 肿 
瘤 之 间 具 有 共性 的 遗传 学 问题 的 新 方向 、 新 潮流 。 两 个 研究 组 都 利用 了 癌症 基因 
组 图 集 (The Cancer Genome Atlas, TCGA ) 的 数据 库 。 

布尔 克 姆 研究 组 检查 分 析 了 源 自 11 种 不 同 肿 瘤 的 4 934 个 病理 样本 基因 组 
中 约 150 万 个 位 点 的 DNA 找 贝 数 变异 , 共 发 现 了 约 20 万 个 体 细 胞 的 拷贝 数 变 
异 (somatic copy-number alterations, SCNA), 平均 每 个 肿瘤 样本 含 39 个 。 这 些 
SCNA 的 位 置 、 长 度 和 拷贝 数 都 不 同 , 提示 它们 形成 机 制 也 不 一 样 。 值 得 注意 的 
是 在 基因 组 140 个 区 域 观察 到 反复 集中 出 现 的 SCNA, 其 中 的 102 个 区 域 并 没有 
已 知 的 癌 基 因 或 肿瘤 抑制 基因 , 却 可 能 包含 相当 多 涉及 表 观 遗传 调控 的 基因 , 50 
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肿瘤 抑制 性 miRNA 
功能 的 丢失 


阻 遏 致癌 性 miRNA miRNAmimic 取代 
肿瘤 抑制 基因 表达 下 调 癌 基 因 表 达 上 调 
特定 信号 通路 被 激活 


癌 的 干细胞 特性 增强 
细胞 增殖 + 细胞 凋 亡 1 侵袭 性 + 血管 生成 


肿瘤 发 和 本、 恶性 转化 、 对 化 疗 产生 抗 性 


个 区 域 有 明显 的 DNA 序 列 改 变 。 观 察 结果 强烈 地 暗示 这 些 区 域 存 在 尚 待 深入 研 
究 的 与 肿瘤 发 生发 展 有 密切 关联 的 遗传 因子 , 而且 这 些 因子 很 可 能 不 是 蛋白 质 编 
码 基 因而 是 非 编 码 RNA, 尤其 是 IncRNA。 肿 瘤 与 非 蛋白 质 编码 基因 之 间 的 关系 
正在 展开 癌症 研究 的 新 画卷 ,有 的 学 者 把 涉及 非 蛋 白质 编码 基因 的 遗传 物质 称 为 
基因 组 中 的 暗物质 (dark matter)。 氨 今 已 有 的 研究 资料 表明 , IncRNA 在 肿瘤 相 
关 的 基因 表达 调控 中 起 着 至 关 重 要 的 作用 ,特定 的 表达 紊乱 有 可 能 从 根本 上 使 细 
胞 增殖 失控 ,伴随 恶性 转化 的 进程 还 可 能 产生 癌 细 胞 侵袭 、 转 移 。 








功能 的 获得 






8-21 BRCAT1 通 
过 表 观 遗传 机 制 调控 
miRNA-155 的 表达 来 
执行 肿瘤 抑制 基因 的 
功能 ( 改 自 A. Velkove 
和 A. N. A. Moneteiro) 


图 8-22 致癌 性 miRNA 
和 肿瘤 抑制 性 miRNA 在 
肿瘤 发 生 . 发 展 信号 通 
路 中 的 作用 
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有 关 肿 瘤 形 成 中 表 观 遗传 修饰 的 病理 作用 并 没有 和 否定 有 关 肿 瘤 起 源 的 突变 
研究 。1981 年 , 温 伯 格 和 巴 瓦 西 德 等 先驱 在 人 类 膀胱 上 皮 癌 中 发 现 Ras 基 因 突 变 
以 来 的 工作 仍然 是 肿瘤 分 子 遗传 学 的 基石 。 然 而 , 肿瘤 的 表 观 遗传 研究 不 仅 为 我 
们 提供 了 一 种 不 涉及 DNA 序 列 改 变 的 病因 研究 途径 , 也 为 我 们 提供 了 一 种 新 的 
肿瘤 治疗 手段 , 对 于 医师 和 药物 研发 企业 来 讲 , 它 比 基因 治疗 具有 更 大 的 吸引 力 。 
早 在 2004 年 5 月 ,美国 的 食品 药物 管理 局 (FDA ) 就 已 经 批准 一 种 甲 基 化 抑制 剂 5- 
氮 胞 苷 用 于 骨髓 异常 增生 症 的 临床 治疗 , 据 报 道 它 能 使 因 甲 基 化 而 沉默 的 基因 重 
新 激活 。 

桑 德 研究 组 针对 致癌 的 分 子 机 制 复杂 多 样 和 癌 细 胞 对 肿瘤 治疗 的 反应 千 差 
万 别 这 两 个 问题 , 分 析 了 12 种 不 同类 型 肿瘤 的 3 299 个 病理 样本 的 基因 组 , 发 现 
基因 突变 和 拷贝 数 变异 造成 基因 组 极端 不 稳定 是 癌 细 胞 基因 组 最 为 突出 的 遗传 
学 变异 。 他 们 不 仅 分 析 拷 贝 数 变 异 , 还 详细 研究 了 基因 突变 和 DNA 甲 基 化 。 观 
察 分 析 表 明 , 已 发 现 的 数 以 千 计 的 不 同类 型 的 遗传 变异 中 , 只 有 479 种 会 在 各 种 
各 样 肿瘤 中 反复 出 现 。 研 究 人 员 又 进一步 检查 这 479 种 遗传 学 变异 在 每 一 个 肿 
瘤 样本 中 的 分 布 ,希望 能 突破 组 织 器 官 界限 来 建立 一 套 以 共同 的 信号 通路 为 基础 
的 新 的 肿瘤 分 类 系统 。 毫 无 疑问 ,肿瘤 的 组 织 器 官 分 类 对 临床 医学 而 言 当然 是 非 
常 重要 的 ,然而 , 泛 癌症 研究 确实 开拓 了 癌症 基础 研究 的 新 思路 。 

我 们 对 瘤 基因 的 讨论 是 从 劳 斯 的 病毒 致癌 实验 开始 的 ,关于 病毒 可 能 致癌 的 
劳 斯 假设 又 被 广泛 接受 ,并 获得 了 病毒 致癌 的 实证 。 美 国 卫生 和 福利 部 发 布 的 新 
版 《致癌 物 报告 》 也 列 人 了 多 种 病毒 , 其 中 最 值得 注意 的 是 造成 急性 或 慢性 肝炎 
的 病原 体 乙 肝病 毒 (HBV ) 和 丙肝 病毒 (HCV), 因为 慢性 的 乙 型 肝炎 和 两 型 肝炎 
感染 可 导致 肝 瘤 发生。 还 有 导致 生殖 系统 黏膜 感染 的 性 传播 病毒 人 乳头 瘤 病 毒 
(HPV) 可 造成 女性 宫颈 瘤 发 生 。 此 外 ,致癌 物 报告 》 还 列 人 了 生活 中 经 常会 接 
触 到 的 致癌 化 合 物 ,如 杂 环 胺 化 合 物 纺织 品 染料 涂料 和 墨水 中 的 一 些 物质 。 根 
据 系统 的 流行 病 学 调查 资料 , 多 家 国际 学 术 机 构 确 认 吸 烟 和 酌 酒 , 甚至 大 气 污染 
物 均 能 增加 肿瘤 的 发 病 风 险 。 


人 们 对 肿瘤 及 其 发 生 、 发 展 机 制 的 认识 还 在 不 断 深 入 , 本 章 只 讲述 了 已 经 认 
识 到 的 知识 中 的 一 部 分 。 然 而 ,我 们 提出 了 一 个 在 生物 学 和 医学 中 非常 重要 的 问 
题 , 即 对 癌 基 因 和 肿瘤 抑制 基因 的 研究 不 仅 有 助 于 阐明 肿瘤 发 生 、 发 展 的 机 制 , 癌 
症 的 诊断 、 治 疗 和 预防 , 也 为 揭 开 包括 人 类 在 内 的 生物 有 机 体 正常 生长 和 发 育 之 
迹 。 遗 传 学 的 研究 和 医学 的 研究 往往 从 突变 、 异 常 、 病 态 去 揭示 和 研究 正常 的 生 
物 学 反应 和 生理 学 功能 。 例 如 ,通过 对 突变 基因 的 研究 达到 对 正常 的 野生 型 基因 
及 其 蛋白 产物 的 认识 ,通过 对 白化 的 研究 达到 对 色素 代谢 调控 的 认识 ,通过 对 糖 
尿 病 的 基础 研究 以 及 临床 诊断 和 治疗 来 认识 胰岛 素 的 结构 、 功 能 和 糖 代谢 的 调节 
机 制 。 这 也 许 就 是 癌 基 因 和 肿瘤 相关 基因 的 研究 如 此 吸引 人 们 持续 不 断 关 注 的 
重要 原因 之 一 ,也 许 我 们 分 离 和 研究 的 各 种 癌 基 因 和 肿瘤 相关 基因 正 是 控制 人 体 
生长 和 发 育 的 重要 基因 群 ,也 许 对 瘤 基 因 和 肿瘤 相关 基因 的 研究 正在 为 我 们 揭示 
一 条 最 终 会 阐明 生命 本 质 的 科学 之 路 。 
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第 9 章 ”关于 基因 概念 思考 的 延伸 


经 典 遗 传 学 是 一 门 高 度 演绎 的 科学 。 人 们 从 性 状 或 表 型 来 推 知 、 研 究 基 因 的 
结构 、 基 因 的 作用 和 基因 的 突变 。 这 种 研究 主要 靠 抽 象 而 严密 的 逻辑 思维 和 预 断 
性 特 强 的 实验 研究 。 今 天 ,利用 重组 DNA 技 术 已 经 能 够 分 离 和 扩 增 ,乃至 合成 和 
制造 基因 , 人 们 能 精确 而 直接 地 研究 基因 和 基因 产物 的 结构 、 功 能 和 变异 。 这 不 
仅 是 研究 方法 的 进步 和 科学 概念 的 延伸 , 而 且 为 在 新 的 层次 上 认识 遗传 与 变异 规 
E, 进而 研究 生命 运动 的 本 质 黄 定 了 基础 。 现 在 我 们 对 于 哺乳 动物 基因 组 的 认识 
的 改观 生动 地 反映 了 这 种 飞跃 。 


§9.1 基因 组 的 能 动 结构 及 其 演化 


基因 组 结构 能 动 性 反映 在 真 核 生 物 基 因 的 断裂 和 不 连续 .基因 在 个 体 发 育 和 
系统 演化 中 的 不 稳定 、 基 因 结构 的 复合 现象 和 基因 家 族 的 存在 , 以 及 部 分 基因 在 
个 体 发 育 和 生物 演化 过 程 中 的 跳跃 转移、 整合 和 重新 排列 。 


9.1.1 基因 的 不 连续 性 

20 世 纪 70 年 代 初 ,一 般 认 为 基因 是 一 个 连续 的 结构 , 从 起 始 密 码 子 到 终止 密 
码 子 是 基因 的 编码 区 段 , 它 的 前 面 有 启动 子 ,后面 有 转录 终止 信号 序列 。 现 在 知 
道 , 绝 大 多 数 哺乳 动物 基因 并 不 是 连续 的 , 它 的 编码 区 段 插 入 了 没有 结构 信息 的 非 
编码 区 。 如 B 珠 蛋白 基因 有 两 个 非 编 码 区 段 ,内 含 子 1 有 116bp, 内 含 子 2 有 646bp， 
而 B 珠 蛋白 的 编码 区 只 有 432 bp, 加 上 前 导 序 列 和 终止 信号 序列 , 整个 基因 长 度 达 
1 610bp。 又 如 , 双 氢 叶酸 还 原 酶 基因 总 长 为 32 kb, 有 5 个 内 含 子 , 而 编码 区 仅 为 
568 bp。 迄 今 报道 内 含 子 最 多 的 是 o-2 胶 原 蛋白 基因 , 共有 52 个 外 显 子 和 51 个 内 
含 子 ( 图 9%-1)。 不 含 结构 信息 的 内 含 子 的 发 现 表 明 , 真 核 基因 组 的 结构 远 比 早先 设 
想 的 要 复杂 得 多 。 由 此 引起 的 转录 产物 加 工 成 熟 过 程 , 则 表明 基因 功能 表达 的 调 
控 是 多 层次 分 阶段 的 (基因 原始 转录 物 的 加 工 过 程 参阅 第 4 章 § 4.6 节 )。 此 外 , 非 
编码 区 段 也 是 突变 的 一 种 靶 标 , 发 生 于 切 拼 信号 序列 的 突变 会 造成 加 工 过 程 异常 ， 
产生 结构 或 数量 不 正常 的 基因 产物 , 甚至 导致 遗传 病 的 发 生 。 第 4 章 § 4.4 节 中 讨 
论 的 wx 地中海 贫血 和 B 地 中 海 贫血 的 一 些 病例 ,就 是 由 影响 切 拼 的 点 突变 造成 的 。 
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图 9-1 a 胶原 蛋白 基 

因 结 构 示意 
红色 框 为 外 显 子 ， 

灰色 连 线 为 内 含 子 。 


图 9-2 ”小 鼠 B 珠 蛋白 
主 .次 基因 的 异 源 性 分 析 
( 引 自 P Leder) 

上 部 是 分 子 杂 交 
的 电镜 照片 , 下 部 是 电 
镜 照片 的 摹 写 图 , 图 中 
粗 线 部 为 同 源 区 段 , 细 
线 部 为 非 同 源 区 段 。 
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位 于 人 染色 体 7q22.1 的 a 胶原 蛋白 基因 


共 含 52 个 外 显 子 和 51 个 内 含 子 
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不 含 结构 信息 的 非 编码 区 在 基因 功能 表达 中 起 着 什么 样 的 作用 ? 它 是 不 是 必 
不 可 少 的 ? 实验 表明 相当 多 的 基因 一 旦 失去 了 内 含 子 就 不 能 表达 , 然而 也 有 像 组 和 蛋 
白 基 因 和 干扰 素 基 因 这 样 没有 内 含 子 的 基因 ,它们 的 表达 也 是 正常 的 。 那 么 ,是 不 是 
存在 两 类 不 同 的 基因 ,一 类 基因 的 表达 不 依赖 间隔 序列 , 另 一 类 依赖 间隔 序列 呢 ? 由 
于 对 真 核 基 因 转 录 产 物 拼接 机 制 的 研究 还 在 继续 深化 , 对 于 它 的 反应 特点 和 间隔 序 
列 在 遗传 信息 由 细胞 核 向 细胞 质 流动 过 程 中 作用 的 研究 也 还 在 继续 深化 。 因 此 , 间 
隔 序列 在 生理 学 和 生物 演化 上 的 作用 仍 是 今后 遗传 学 研究 的 一 个 重要 课题 。 


9.1.2 ”基因 的 不 稳定 性 

长 期 以 来 , 染色 体 一 直 被 设想 为 一 个 非常 稳定 的 遗传 物质 结构 , 染色 体 上 核 
苷 酸 序列 的 偶尔 改变 就 会 引起 突变 甚至 病变 。 例 如 ,B 珠 蛋白 基因 的 第 6 个 密码 子 
中 一 个 碱 基 对 的 替代 , 使 B 珠 蛋白 的 第 6 位 谷 氨 酸 被 顷 氮 酸 取代 而 导致 灸 状 细胞 贫 
血 。 从 演化 角度 看 , 染色 体 的 结构 似乎 也 是 非常 稳定 的 ,有 时 可 以 从 小 鼠 的 某 个 基 
因 图 去 推测 人 的 类 似 区 有 段 的 基因 连锁 图 。 可 是 ,研究 也 提示 有 的 基因 是 很 不 稳定 
的 , 它 的 变化 可 以 是 迅速 而 剧烈 的 。 长 期 以 来 有 关 基 因 非 常 稳定 的 认识 是 从 分 析 
基因 的 编码 区 得 来 的 , 而 编码 区 是 经 过 生物 演化 中 长 期 严格 选择 的 区 段 ,一 旦 把 研 
究 的 范围 扩大 到 非 编码 区 段 , 就 会 看 到 真 核 基 因 组 的 不 稳定 性 , 它 有 单 对 碱 基 替代 
式 的 微小 变化 ,也 有 成 百 上 千 个 碱 基 对 缺失 \ 插 入 和 移 位 式 的 巨大 变化 。 

小 鼠 的 珠 和 蛋白 基因 为 我 们 提供 了 一 个 很 有 说 服 力 的 例子 。 在 小 鼠 的 7 号 染 
色 体 上 有 两 个 B 珠 蛋白 基因 ,B 珠 蛋白 主 基因 (beta-major gene) 和 B 珠 蛋白 次 基因 
(beta-minor gene), 两 个 基因 相距 约 10 kb, 它们 编码 的 B 珠 蛋白 只 有 10 个 氨基 酸 的 
差异 ,估计 两 者 的 歧 异 发 生 在 1 50077 ~3 000 万 年 之 前 , 这 种 “分 子 考古 学 ”研究 的 
基础 是 编码 区 段 在 生物 演化 中 的 高 度 稳定 性 。 然 而 , 当 我 们 将 B 珠 蛋白 的 主 、 次 两 
个 基因 分 离 出 来 做 异 源 性 分 析 时 ,很 
快 会 发 现 两 者 的 同 源 配对 区 只 限于 
编码 区 和 小 段 间 隔 序列 , 以 及 位 于 
3' 端 和 5' 端 的 少数 序列 , 而 包括 前 后 
数 千 对 碱 基 的 大 段 DNA 序 列 已 经 相 
异 到 不 能 形成 杂 合 双 链 的 地 步 ( 图 
9-2)。 这 种 歧 异 反映 出 非 编 码 区 
DNA 序 列 的 变异 是 迅速 而 剧烈 的 , 导 
致 这 种 变异 的 机 制 也 可 能 不 同 于 单 对 
碱 基 变 异 的 机 制 。 这 在 男 一 方面 也 上 暗 
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示 编 码 区 段 和 非 编码 区 段 承受 选择 压力 的 方式 和 能 力 是 很 不 相同 的 。 

对 关系 相近 物种 的 基因 间隔 区 域 的 比较 研究 揭示 , 从 生物 演化 的 时 间 尺 度 
看 , 这些 区 域 的 更 新 变化 是 非常 快 的 。2012 年 ,有 人 专门 对 黑猩猩 与 人 类 基因 组 
中 的 转 座 因 子 做 了 比较 分 析 。 黑 猩猩 和 人 类 的 分 野 大 约 发 生 在 600 万 年 前 , 此 后 
两 个 物种 基因 组 中 的 转 座 因子 都 发 生 了 导致 物种 分 化 的 特征 性 扩展 ,形成 了 各 不 
相同 的 转 座 因子 种 类 、 数 量 , 以 及 在 寄主 基因 组 中 的 分 布 模式 。 研 究 表 明 , 这 600 
万 年 期 间 在 人 类 基因 组 中 发 生 的 与 活路 的 转 座 因子 相关 联 的 基因 组 重 排 不 仅 数 
量 大 而 且 范 围 广 ,这 雄辩 地 表明 转 座 因子 在 促进 物种 演化 进程 中 基因 组 的 能 动 变 
化 发 挥 了 十 分 重要 的 作用 ( 表 9-1)。 


表 9-1 从 黑猩猩 到 人 的 演化 过 程 中 发 生 的 与 转 座 子 相关 的 基因 组 重 排 





新 的 插入 Alu 5 530 

Ll 1 835 

SVA 864 

HERV-K 113 
重组 介 导 的 缺失 Alu-Alu 492 396 420 
L1-L1 73 447 567 
SVA-SVA 1 589 
插入 介 导 的 缺失 Alu 23 11 206 
Li 31 22 873 
SVA 13 30 785 


就 单个 序列 而 言 , 转 座 子 是 真 核 生物 基因 组 中 数量 最 多 的 一 种 组 分 , 随 着 大 


规模 测序 技术 的 进步 ,已 经 有 可 能 把 转 座 因子 的 研究 从 单个 转 座 子 的 遗传 学 特征 
研究 扩展 到 庞大 的 转 座 因子 群 的 基因 组 水 平分 析 。 大 量 的 观察 、 研 究 资 料 雄辩 地 
证 明 转 座 因子 对 基因 组 的 演化 起 着 积极 而 重要 的 作用 。 图 9-3 以 水 稻 为 参照 基因 
组 , 标 出 了 在 二 穗 短 柄 草 、 小 麦 、 高 梁 和 玉米 基因 组 中 鉴别 的 20 270 个 直系 同 源 序 


二 穗 短 柄 草 12 个 区 段 8 533 个 直系 同 源 序列 小 麦 13 个 区 段 827 个 直系 同 源 序列 





4 


=a 
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图 9-3 AAR 
基因 组 中 直系 同 源 
序列 的 识别 ( 改 AM. 
Abrouk ) 

图 中 以 水 稳 为 参 
照 基因 组 , 标 出 了 在 二 
FB RHA RL, Be, AR 
和 玉米 基因 组 中 识别 
的 20 270 个 直系 同 源 序 
列 。 基 因 组 区 段 (block) 
反映 的 是 祖先 原 染 色 
体 , 每 一 条 直线 代表 一 
个 直系 同 源 基 因 。 
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图 9-4 小 鼠 和 人 的 B 
REAR REX 
系 示意 

(a) 小 鼠 B 珠 蛋白 
基因 艇 (未 显示 ss 和 
sz)i(b) 人 的 B 珠 蛋 白 
AAE 


列 , 图 中 由 直系 同 源 序 列 组 成 的 基因 组 区 段 反映 的 是 祖先 原 染 色 体 片段 , 不 同 物 
种 间 的 每 一 条 连 线 代 表 一 个 直系 同 源 基因 。 转 座 因 子 已 经 成 为 以 研究 基因 结构 
和 功能 为 特征 的 遗传 学 和 以 全 景 式 宏观 分 析 为 标志 的 基因 组 学 的 学 科 交 会 领域 。 


913 ”基因 的 复合 性 

遗传 学 中 还 有 一 种 传统 的 看 法 , 认为 基因 是 简单 的 , 是 单一 的 ,一 个 基因 就 
是 一 种 遗传 性 状 在 基因 组 中 的 直接 代表 。 璧 如 , 小 鼠 有 四 种 B 类 珠 蛋 白 , 两 种 是 
胚胎 型 的 , 两 种 是 成 年 型 的 , 因此 有 人 就 认为 小 鼠 “ 理 应 ”有 四 个 B 类 珠 和 蛋白 基 
因 。 这 个 观点 看 来 也 是 不 符合 实际 的 。 大 量 证 据 表明 基因 并 不 一 定 是 单一 的 ,而 
可 以 是 由 多 个 结构 相似 的 基因 组 成 的 复合 结构 , 称 为 基因 家 族 。 基 因 家 族 包 括 在 
不 同 发 育 阶段 表达 的 基因 , 也 包括 一 些 不 能 编码 功能 性 蛋白 的 “ 假 基 因 ”。 仍 以 
小 鼠 B 类 珠 蛋 白 为 例 , 虽然 从 表 型 推断 应 有 4 个 基因 , 但 分 子 遗 传 学 研究 表明 , 至 
少 存在 9 个 B 类 珠 蛋 白 基 因 。 除 两 个 成 年 型 B 类 珠 蛋 白 基 因 , 即 B 类 珠 蛋 白 主 基 因 
和 B 类 珠 蛋 白 次 基因 外 ,还 有 Bhl、Bh0、ey3、Bh3、Bh2。 其 中 Bh3 和 Bh2 可 能 是 假 基 
因 (pseudogene) , 它们 的 启动 子 序列 、 多 聚 腺 味 叭 终止 序列 、. 加 工 切 拼 信号 序列 等 
部 位 发 生 了 碱 基 变换 、 缺 失 或 插入 突变 , 使 这 两 个 B 类 基因 不 再 编码 B 类 珠 和 蛋白 。 
另外 还 有 两 个 B 类 基因 sy2 和 sz 是 编码 胚胎 型 B 珠 蛋白 的 。 人 的 B 类 珠 蛋 白 也 是 
一 个 多 个 基因 复合 而 成 的 基因 簇 ,一 系列 bB 珠 蛋白 基因 在 染色 体 11p55 区 域 按 发 
育 过 程 中 的 表达 次 序 排列 , 并 受 控 于 5' 上 游 的 一 个 基因 座 调控 区 (locus control 
region, LCR) 调节 。 排 在 最 靠近 调控 区 的 是 在 胚胎 发 育 中 最 先 表 达 的 s, 接着 是 
主要 在 胚胎 期 表达 的 G, 和 A,, 这 两 个 基因 编码 的 珠 蛋白 结构 和 功能 都 十 分 相似 ， 
只 是 G, 的 第 136 位 氨基 酸 是 甘氨酸 , 而 A 的 第 136 位 氨基 酸 是 丙 氨 酸 , G, 和 A, 后 
HEBREEK yp, 接 下 来 是 在 胚胎 发 育 后 期 表达 的 5 基因 , 最 后 是 主要 在 出 生 后 表 
达 的 B 基 因 。 这 个 例子 可 以 清楚 地 看 出 , 即使 是 所 谓 的 “ 单 拷贝 基因 ”也 不 一 定 
是 单一 的 ,哺乳 动物 基因 组 的 结构 远 比 从 表 型 推测 的 要 复杂 得 多 , 并 在 生物 演化 过 
程 中 逐渐 形成 与 基因 在 个 体 发 育 中 的 表达 顺序 有 关联 的 染色 体 亚 结构 (图 9-4)。 

基因 家 族 和 假 基因 的 发 现 提出 了 一 个 全 新 的 问题 : 类 似 ws 这 样 的 假 基因 是 
怎样 形成 的 ? 它 有 什么 作用 ?连锁 分 析 表 明基 因 家 族 的 成 员 往 往 是 成 徐 排 列 的 ， 
结构 同 源 的 基因 或 假 基 因 在 同一 染色 体 上 呈 “ 串 联 ” 式 排列 , 还 往往 共享 同一 个 









(a) “小 鼠 7 号 染色 体 
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基因 座 调控 区 。 由 此 可 以 假定 , 不 等 交换 很 可 能 是 假 基因 起 源 的 一 种 主要 形式 。 
然而 , 元 余 重 复 的 基因 对 机 体 可 能 是 有 害 的 , 例如 , 过 多 的 B 类 珠 蛋 白 会 造成 a 类 
和 B 类 珠 和 蛋白 在 形成 血红 蛋白 分 子 时 数量 上 的 不 平衡 , 以 致 产生 红细胞 的 病理 效 
应 。 这 时 元 余 基因 的 缺陷 突变 在 选择 上 有 明显 的 优势 ,于 是 随 着 突变 和 选择 的 交 
BEH, 导致 一 种 不 能 编码 B 珠 蛋白 的 假 基 因 。 必 须 强 调 的 是 假 基因 并 不 一 定 是 
永远 不 表达 功能 的 , 它 既 可 能 是 某 种 分 化 细胞 的 功能 基因 , 也 可 能 影响 和 调节 邻 
接 基 因 的 功能 表达 。 另 外 , 假 基 因 还 是 真 核 基 因 组 在 生物 演化 中 产生 新 的 功能 基 
因 的 重要 原材料 。 


9.1.4 基因 的 能 动 性 

摩尔 根 对 遗传 学 的 卓越 贡献 是 证 实 了 基因 是 在 染色 体 上 作 直 线 排列 的 遗传 
物质 单位 , 每 个 基因 在 特定 的 染色 体 上 有 一 个 确定 的 位 置 , 这 就 是 基因 的 座位 。 
这 个 概念 在 麦克 林 托 克 等 关于 玉米 控制 因子 研究 论文 发 表 后 曾 受到 过 冲击 ,但 影 
响 范围 还 不 是 很 大 。 然 而 , 有关 原 核 生物 和 真 核 生物 中 存在 着 转 座 因子 的 事实 ， 
无 可 辩 驶 地 表明 有 相当 一 部 分 基因 在 个 体 发 育 和 生物 演化 过 程 中 是 会 跳跃 、 转 
移 、 整 合 和 重新 排列 的 。 哺 乳 动物 基因 组 的 高 度 能 动 性 ,已 经 成 为 研究 分 化 发 育 、 
细胞 恶性 转化 和 生物 演化 机 制 的 重要 课题 。 

哈佛 大 学 医学 院 莱 德 领导 的 研究 小 组 关于 免疫 系统 的 研究 ,为 体 细胞 基因 重 
排 提 供 了 一 个 最 为 精彩 的 实例 (参阅 第 4 章 § 4.8 节 )。 痊 椎 动物 的 免疫 球 和 蛋白 是 
结构 非常 特异 的 一 类 和 蛋白质。 各 种 免疫 球 蛋 白 分 子 中 氨基 酸 序列 的 差异 集中 于 
可 变 区 的 氨基 酸 ,无 论 重 链 还 是 轻 链 的 恒定 区 都 是 一 样 的 。 编 码 各 种 免疫 球 蛋 白 
的 DNA 片 段 在 基因 组 中 原先 是 分 散 的 , 只 是 当 抗原 刺激 了 B 淋 巴 细胞 并 使 之 演变 
为 分 泌 抗 体 的 浆 细胞 的 分 化 过 程 中 ,相关 的 V( 可 变 区 段 )、D ( 歧 异 区 段 )、T( 连 接 
区 段 ) 和 C( 恒 定 区 段 ) 才 逐渐 跃迁 重 排 组 成 完整 的 有 功能 的 、 编 码 特 定 的 免疫 
球 蛋 白 的 基因 。 值 得 注意 的 是 在 非 淋巴 细胞 系统 中 , 免疫 球 蛋 白 基 因 既 不 能 表达 
功能 , 又 没有 形成 完整 的 结构 。 特 异 位 点 的 体 细胞 重 排 是 构成 活性 基因 的 前 提 ， 
这 种 重组 同时 造成 了 各 类 免疫 球 和 蛋白 分 子 间 的 结构 歧 异 。 因 为 不 同 的 淋巴 细胞 
中 参与 跃迁 和 重组 的 V、D、J、.C 区 是 各 不 相同 的 ,我们 有 理由 认为 每 个 成 熟 的 淋 
巴 细胞 的 遗传 结构 是 不 完全 一 样 的 。 推 而 广 之 ,分 布 在 生物 体 各 部 分 的 体 细胞 所 
含 的 遗传 信息 也 不 必 完 完全 全 一 样 。 这 是 个 全 新 的 概念 , 即 分 化 会 造成 源 于 同一 
个 受精 卵 的 体 细胞 在 遗传 学 上 的 不 均一 性 。 

深入 研究 又 揭示 了 淋巴 细胞 中 男 一 种 基因 重 排 , 这 就 是 重 链 转型 (heavy 
chain switch)。 在 淋巴 细胞 的 分 化 发 育 进 程 中 , 最 初 分 泌 的 抗体 是 含 h 型 重 链 的 ， 
随后 将 已 拼 组 成 的 可 变 区 段 依 次 和 各 种 恒定 区 重组 , 这 样 的 转型 使 淋巴 细胞 能 分 
泌 一 系列 针对 同一 种 抗原 的 不 同 抗体 (参阅 第 4 章 图 4-16 及 正文 中 有 关 说 明 )。 

分 子 遗传 学 研究 证 实 , 重 链 转型 与 一 段 区 段 特异 性 重组 信号 序列 密切 相关 。 
这 有 段 转型 信号 序列 位 于 编码 型 重 链 C 段 的 DNA 区 的 5' 端 , 而 在 其 他 各 种 重 链 
的 C 段 编码 区 的 5 端 存在 着 转型 信号 序列 的 互补 序列 。 核 苷 酸 序列 分 析 表 明 转 
型 信号 序列 由 长 短 不 等 的 一 系列 重复 序列 组 成 , 相间 的 跨度 可 达 数 千 对 碱 基 。 此 
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外 ,分 子 考古 学 研究 还 告诉 我 们 , 人 的 转型 信号 序列 和 小 鼠 的 相应 序列 几乎 是 一 
模 一 样 的 , 这 种 生物 演化 上 的 保守 性 说 明 它 在 免疫 系统 的 功能 表达 中 起 着 十 分 重 
要 的 作用 。 

值得 注意 的 是 DNA 分 子 探 针 杂交 表明 , 在 小 鼠 基因 组 中 至 少 有 10~15 个 转 
型 信号 序列 。 在 转型 重组 中 , 随 着 淋巴 细胞 的 分 化 , 不 再 行使 编码 功能 的 重 链 C 
区 段 基因 会 逐个 被 切除 ,但 转型 信号 序列 却 始终 保留 在 该 细胞 的 基因 组 中 。 这 或 
许 暗示 这 种 信和 号 序列 也 可 分 布 在 基因 组 中 的 非 免 疫 系 统 区 段 , 它们 很 可 能 和 多 种 
系统 的 基因 功能 协调 表达 有 关 。 

假 基 因 的 形成 以 及 它 在 基因 组 中 的 积累 ,为 我 们 研究 基因 组 在 生物 演化 长 河 
中 的 变迁 提供 了 有 价值 的 线索 。 这 里 仍 以 珠 蛋 白 基 因为 例 来 讨论 演化 中 的 基因 
变迁 问题 。 

珠 蛋 白 基 因 是 经 历 了 漫长 的 生物 演化 过 程 的 一 类 基因 , 它 在 演化 中 和 肌 球 
蛋白 基因 有 渊源 关系 , 甚至 和 植物 中 的 豆 血 红 蛋 白 (leghemoglobin ) 基因 有 同 源 
区 段 。 在 动 植物 分 野 前 珠 蛋白 基因 和 豆 血 红 和 蛋白 基因 可 能 源 于 同一 段 DNA, 当 
然 也 可 能 靠 根 瘤 菌 这 样 的 共生 细菌 把 一 个 物种 的 基因 向 另 一 个 物种 做 水 平 传递 。 
珠 蛋 白 又 分 化 为 a 类 和 B 类 两 个 基因 家 族 ,在 不 同 的 染色 体 上 分 别 成 簇 排列 ,每 个 
家 族 都 由 若干 个 基因 组 成 ,并 各 自 都 含有 一 些 假 基因 。 

例如 , 在 小 鼠 基因 组 中 有 两 个 类 假 基因 , 其 中 有 一 个 与 成 年 型 正常 w 珠 蛋 
白 基 因 的 结构 非常 相似 , 只 是 几 个 移 码 突变 导致 终止 密码 的 出 现 而 失去 功能 , 这 
个 a 类 假 基因 的 间隔 序列 也 和 正常 a 珠 蛋 白 基 因 中 的 完全 一 样 。 但 这 个 基因 并 不 
在 a 珠 蛋白 基因 所 在 的 11 号 染色 体 上 , 而 是 以 某 种 还 不 清楚 的 方式 转移 到 17 号 
染色 体 。 这 个 例子 说 明 在 生物 演化 过 程 中 一 个 完整 的 哺乳 动物 基因 是 会 在 基因 
组 中 跳跃 转移 的 ,这 种 演化 中 的 基因 转移 是 发 生 于 生殖 系 细胞 中 的 。 

另 一 个 a 类 珠 蛋 白 假 基 因 更 为 特殊 。 这 个 假 基 因 也 和 成 年 型 a 珠 和 蛋白 基因 
EW, 但 缺失 了 两 个 内 含 子 , 就 像 剪 接 加 工 过 的 u 珠 蛋白 基因 转录 产物 的 拷贝 , 其 
至 还 包括 一 段 多 聚 腺 苷 酸 出 现 的 信和 号 序列 ,看 来 转录 产物 加 工 很 可 能 和 演化 中 基 
因 的 位 置 变 迁 有 关 。 这 个 例子 很 容易 使 人 联想 起 逆 病 毒 中 的 癌 基 因 sre, 在 离开 
寄主 细胞 成 为 病毒 基因 组 一 部 分 时 , 也 切除 了 所 有 的 内 含 子 (参阅 第 7 章 $7.3 节 
和 图 7-16)。 此 外 , 刘 德 斯 (K. Leuders) 等 还 令 人 惊讶 地 发 现在 B4LB/C 小 鼠 基 因 
组 中 , 这 个 a 类 假 基因 前 后 有 类 似 道 病 毒 基因 组 中 的 某 些 序列 , 这 是 不 是 在 暗示 
假 基 因 有 可 能 借助 逆 病 毒 的 某 种 序列 的 “运载 ” 而 在 基因 组 中 转移 。 霍 利 斯 (G. 
F. Hollis) 等 也 发 现 了 人 类 基因 组 中 的 一 个 与 编码 免疫 球 蛋 白人 链 的 基因 段 同 源 
的 假 基因 , 它 的 结构 有 两 个 特点 : @ J 区 段 和 C 区 段 已 跃迁 在 一 起 (图 9%-5), 就 像 
剪除 内 含 子 后 拼接 在 一 起 的 mRNA 一 样 , 它 的 绝 大 部 分 区 段 和 正常 的 入 链 基 因 
是 同 源 的 , 在 多 聚 腺 味 叭 信号 序列 后 面 还 接 了 长 度 为 30bp 以 上 的 多 聚 腺 味 叭 序 
列 ; © 它 的 两 端 有 一 对 9 个 碱 基 对 组 成 的 重复 序列 , 这 种 结构 酷似 转 座 因子 ( 参 
阅 图 7-12 和 图 7-19)。 事 实 上 这 个 假 基 因 也 确实 已 经 不 在 正常 和 基因 所 在 的 22 
号 染色 体 上 了 。 总 之 , 这 个 例子 形象 地 表明 类 似 转录 加 工 过 的 基因 , 在 生物 演化 
中 确实 发 生 过 转移 和 结构 重 排 。 这 类 假 基因 又 可 称 为 加 工 过 的 基因 (processed 
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9-5 人 的 免疫 球 蛋白 入 基因 的 假 基因 结构 示意 ( 引 自 P Leder) 
它 的 两 侧 有 一 对 同 向 重复 序列 ,以 及 与 切 拼 加 工 有 关 的 结构 特点 ,包括 切 拼 信号 序列 (黑色 
柱状 )、 多 聚 A 尾 等 。 


gene), 它 的 内 含 子 已 被 切除 , 从 转录 起 始 序列 到 终止 序列 都 和 正常 基因 同 源 , 并 
ATE RAS “EB” 

“加 工 过 的 基因 ”的 出 现 似乎 暗示 某 种 逆转 录 酶 的 存在 , 但 这 并 不 是 绝对 必 
要 的 , 因为 在 适宜 的 条 件 下 , 依赖 DNA 样 板 的 多 聚 酶 也 能 以 RNA 为 样板 来 合成 
DNA。 不 管 怎样 , 这 类 加 工 过 的 基因 的 形成 和 位 置 转移 , 充分 表明 遗传 信息 可 以 
从 DNA 流 向 RNA, 也 可 以 再 反 向 流动 重新 回 到 染色 体 上 。 

哺乳 动物 基因 组 中 存在 信息 反 向 流动 和 以 RNA 为 介 导 的 基因 转移 , 有 没有 
生物 演化 上 的 深刻 含义 ? 回答 是 肯定 的 。 第 一 , 这 是 增加 种 内 和 种 间 遗 传 结构 歧 
异 的 重要 途径 。 第 二 , 很 可 能 是 新 基因 产生 的 前 奏 。 例 如 ,没有 内 含 子 的 组 蛋白 
基因 和 干扰 素 基 因 是 不 是 起 源 于 某 种 割裂 基因 的 “加 工 过 的 基因 ”? 另外 , 罗曼 
迪 科 (P. Lomedico ) 等 曾经 报道 大 鼠 有 两 个 前 原 胰岛 素 (preproinsulin ) 基因 , 其 中 

一 个 含 两 个 内 含 子 , 另 一 个 只 有 一 个 内 含 子 ,那么 , 这 会 不 会 是 一 个 “部 分 加 工 过 
的 基因 ”? 由 此 出 发 推 而 广 之 ， 逆向 转录 加 转移 很 可 能 是 生物 演化 过 程 中 新 基因 
产生 的 重要 途径 , 它 涉及 整个 基因 组 ,有 些 区 段 可 能 是 “新 基因 ”产生 的 供 体 ,有 
些 可 能 是 “新 基因 ”插入 的 靶 标 。 

综 上 所 述 我 们 可 以 清楚 地 看 到 , 哺乳 动物 基因 组 是 一 个 非常 复杂 的 , 也 是 高 
度 能 动 的 遗传 物质 结构 体系 。 在 选择 压力 较 小 的 非 结 构 信息 区 和 非 调控 信息 区 ， 
DNA 的 变化 迅速 而 剧烈 ,有 单 对 碱 基 的 变换 和 缺失 , 也 有 整 段 DNA 的 大 变动 。 
在 信息 区 段 虽 经 历 着 持续 而 严厉 的 选择 , 但 还 是 由 单一 结构 式 基因 发 展 成 为 复合 
的 基因 家 族 , 其 中 因 突 变 而 失 活 的 假 基因 又 成 为 进一步 演化 的 原材料 。 此 外 ,各 
种 病毒 和 性 质 各 异 的 外 源 DNA 分 子 和 哺乳 动物 基因 组 发 生 了 错综复杂 的 交互 作 
用 ,也 大 大 增加 了 基因 组 的 信息 含量 , 加 速 了 种 内 和 种 间 的 遗传 物质 结构 歧 异 。 
如 果 说 哺乳 动物 基因 组 在 生物 演化 过 程 中 的 变动 多 少 带 有 随机 性 ,那么 在 发 育 过 
程 中 ,诸如 各 种 免疫 球 和 蛋白 基因 的 跃迁 重组 和 遗传 转型 都 是 和 淋巴 细胞 发 育 紧密 
相关 的 ,与 此 关联 的 DNA 水 平 的 结构 重 排 是 精确 而 有 规律 的 ,并 遵循 着 严格 的 时 
空 顺序 。 生 殖 系 细胞 基因 组 的 能 动 性 增加 了 物种 的 生物 演化 弹性 , 体 细 胞 基因 组 
的 能 动 性 促进 了 分 化 ,也 使 有 限 的 结构 展现 出 更 多 的 信息 。 


§9.2 ”生物 演化 与 医学 


我 们 已 经 讨论 了 生物 在 个 体 、 细 胞 和 分 子 水 平 的 诸多 遗传 学 和 表 观 遗传 学 问 
题 , 然而 生物 个 体 并 非 独 自 孤 立 生存 , 而 是 生活 在 一 个 相互 作用 的 群体 之 中 。 本 
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节 将 遗传 学 和 表 观 遗传 学 问题 的 讨论 向 外 拓展 到 生物 群体 , 向 内 深入 到 人 体内 
部 ,从 生物 演化 和 表 观 遗传 修饰 的 角度 来 观察 一 些 与 医学 相关 的 问题 。 


9.2.1 群体 的 遗传 结构 与 生物 演化 

从 生命 科学 的 发 展 历史 看 , 拉 马 克 (J. B. Lamarck) 是 第 一 个 试图 突破 “ 神 创 
HE” 束缚 , 从 自然 科学 角度 解释 生物 演化 的 科学 家 。 他 在 1809 年 提出 生物 物种 
是 不 断 演化 的 , 环境 变化 导致 生物 的 适应 性 变化 ,“ 用 进 废 退 ” 和 获得 性 遗传 (the 
inheritance of acquired characters ) 在 生物 演化 进程 中 起 着 决定 性 作用 。“ 用 进 废 
退 ” 最 典型 的 例子 是 他 对 长 颈 鹿 的 脖子 形成 的 解释 , 他 认为 正 是 长 颈 鹿 有 着 实现 
取 食 高 处 树叶 的 功能 性 意念 和 努力 决定 了 其 长 脖 的 构造 特征 。 这 种 “获得 性 遗 
传 ” 假说 始终 得 不 到 科学 实验 的 证 实 。 

1859 年 , 达尔文 (C. Darwin) 出 版 了 《物种 起 源 》。 他 确信 物种 不 是 不 变 的 ， 
认为 地 球 上 所 有 的 生物 有 着 共同 的 祖先 ,物种 不 是 静止 的 ,而 是 在 不 断 地 演化 ,也 
不 断 接 受 自然 环境 的 选择 , 即 “ 物 况 天 择 , 适 者 生存 ”。 提 出 了 以 自然 选择 学 说 为 
核心 的 生物 进化 理论 (the theory of evolution), 也 可 译 为 进化 论 。 生 物 演化 论 的 
创立 是 生物 学 发 展 历史 上 的 一 个 里 程 碑 。 

然而 , 达尔 文 的 生物 演化 学 说 的 遗传 学 基础 是 有 缺陷 的 。 他 假设 生物 体 的 
每 个 细胞 都 能 产生 和 释放 出 可 在 细胞 之 间 移 动 , 且 可 自我 复制 的 遗传 分 子 微 芽 
(gemmule) , 亦 称 泛 子 (pangen), 通过 循环 系统 微 芽 可 到 达 精 子 和 卵子 , 生殖 细胞 
收集 和 选择 泛 子 后 再 传 给 下 一 世代 ,使 下 一 代表 现 上 一 代 的 性 状 。 他 还 认为 生物 
生存 环境 的 变化 会 作用 于 机 体 的 某 些 部 分 , 使 泛 子 发 生变 异 , 这 些 泛 子 集中 在 生 
殖 细胞 中 就 能 把 变异 传 给 后 代 。 达 和 尔 文 还 因此 接受 了 拉 马 克 式 的 获得 性 遗传 。 
达尔 文 的 这 种 遗传 学 说 被 称 为 泛 生 假说 (hypothesis of pangenesis)。 达 尔 文 的 
“ 泛 生 假说 ” 也 始终 没有 得 到 科学 实验 的 证 实 。 

1892 年 , 德国 生物 学 家 魏 斯 曼 (A. F. L. Weismann ) 提出 种 质 (germplasm ) 学 
说 ,认为 多 细胞 生物 体 包括 种 质 和 体质 两 部 分 。 种 质 是 亲 代 传递 给 后 代 的 遗传 物 
质 ,只 存在 于 世代 相传 的 生殖 细胞 中 ,生殖 细胞 能 发 育 分 化 成 为 体 细胞 , 而 体 细胞 
不 能 产生 生殖 细胞 , 不 能 产生 种 质 。 所 以 体质 因 环境 影响 而 获得 的 变异 性 状 不 
能 遗传 给 后 代 , 而 是 随 个 体 死 亡 而 消失 。 种 质 不 因 环境 改变 而 改变 。 只 有 种 质 
才能 世代 传递 , 连续 不 绝 。 所 以 这 一 学 说 又 称 为 种 质 连续 学 说 。 在 备 德 尔 遗 传 
定律 被 重新 发 现 后 , 丹麦 学 者 约翰 森 (W. Johannsen) 又 在 1930 年 提出 了 “ 纯 系 学 
Wi (pure line theory)” , 首次 提出 基因 型 和 表 型 概念 , 并 将 孟 德 尔 的 遗传 因子 称 作 
基因 , 他 把 生物 的 变异 严格 区 分 为 可 遗传 的 变异 和 不 可 遗传 的 变异 , 只 有 基因 的 
变异 是 可 遗传 的 变异 。 种 质 学 说 和 纯 系 学 说 完全 否定 了 拉 马 克 式 的 获得 性 遗传 。 
1937 年 , 杜 布 赞 斯 基 (T. Dobzhansky) 出 版 了 《遗传 学 与 物种 起 源 》, 标志 着 综合 
了 达尔 文 主义 和 染色 体 遗 传 理论 的 现代 综合 进化 学 说 的 诞生 。 

20 世 纪 中 叶 , 随 着 分 子 生 物 学 的 鞍 勃 兴起 , 特别 是 遗传 信息 传递 的 中 心 法 则 
雄辩 地 证 明 遗 传 信息 只 能 从 核酸 流向 蛋白 质 , 而 不 能 从 和 蛋白质 倒 流 至 核酸 ,再 加 
上 德尔 布 虽 克 和 卢 里 亚 的 人 衍 香 实验 等 工作 从 物理 学 和 分 子 生物 学 基础 上 证 实 基 


第 9 章 关于 基因 概念 思考 的 延伸 | 303 


因 突 变 产生 的 随机 性 (参见 第 1 章 § 1.4 节 )。 这 一 系列 研究 彻底 终结 了 以 “用 进 
废 退 ” 为 核心 的 拉 马 克 主 义 。 

实验 进化 遗传 学 通过 对 细菌 ` 病毒、 酵母 、 斑 马 鱼 、 果 蝇 、 拟 南 芥 、 水 稻 等 模式 
生物 ,以 及 人 类 体 细胞 进行 基因 突变 、 互 补 、 过 量 表达 及 可 调控 表达 的 遗传 学 实验 
分 析 , 对 基因 及 其 功能 、 表 达 调 控 模式 \ 信 号 转 导 网 络 进行 了 系统 研究 , 进而 通过 
对 生物 体 适 应 环境 的 机 制 做 实验 分 析 来 阐明 可 遗传 变异 的 起 源 和 相应 的 演化 进 
程 或 生态 学 现象 ,为 综合 进化 学 说 提供 了 坚实 的 实验 基础 。 

生物 演化 , 或 者 说 生物 进化 是 一 种 自然 现象 , 研究 演化 规律 的 学 科 是 群体 
遗传 学 (population genetics), 群体 遗传 学 的 理论 基础 是 哈代 - 温 伯 格 定律 , 分 
别 在 1908 年 和 1909 年 由 英国 数学 家 哈代 (G. H. Hardy ) 和 德国 医生 温 伯 格 (W. 
Weinberg) 独立 证 明 , 也 称 哈代 - 温 伯 格 平衡 定律 (Hardy-Weinberg equilibrium), 
在 群体 遗传 学 中 , 哈代 - 温 伯 格 定 律 主要 用 于 描述 群体 中 等 位 基因 频率 以 及 基因 
型 频率 之 间 的 关系 ,通过 它 可 以 演绎 出 突变 重组、 迁徙 和 自然 选择 作用 下 群体 基 
因 频 率 变化 的 数学 理论 。 

哈代 - 温 伯 格 法 则 证 明 群 体 基 因 频 率 要 保持 平衡 , 必须 满足 五 个 条 件 : D 种 
群 是 足够 大 的 ; @ 种 群 内 个 体 间 的 交配 是 随机 的 , 即 个 体 之 间 的 交配 并 不 基于 对 
相互 遗传 特征 的 选择 , 而且 群体 中 成 员 之 间 相互 选择 的 机 会 是 相等 的 ; @ 不 发 生 
突变 ; @ 种 群 之 间 没 有 个 体 的 迁徙 或 其 他 形式 的 基因 交流 ; @ 不 存在 自然 选择 。 

如 果 我 们 假设 ,在 一 个 足够 大 生物 群体 中 ,等 位 基因 A 和 a 的 频率 分 别 为 p 和 
q, 且 A 与 a 的 频率 之 和 : p+g=1。 经 过 群体 内 个 体 之 间 的 随机 交配 , 则 : 

下 一 代 群 体 中 基因 型 为 A/A 的 个 体 在 群体 中 的 频率 为 : fa=p xp=p” 
基因 型 为 A/a 的 个 体 在 群体 中 的 频率 为 : fp x qtp x q=2pq 
基因 型 为 a/a 的 个 体 在 群体 中 的 频率 为 : faza 

且 三 种 基因 型 个 体 频率 之 和 为 : fuatfat ap tpa = (p+) = 
如 果 卵 细胞 和 精子 中 A 基 因 的 频率 都 是 P, 则 a 基 因 的 频率 为 9,g=1-P。 

随机 交配 的 结果 是 : 受精 卵 中 卵细胞 和 精子 都 携带 A 基因 的 频率 为 
pxp=p”, 即 子 代 中 A/A 的 个 体 在 群体 中 的 频率 为 : fs=p xP=P 。 

同样 可 以 推算 出 子 代 中 基因 型 为 Ala 的 个 体 在 群体 中 的 频率 为 :人 = 
PxXqtp X 9g=-2D9。 

子 代 中 基因 型 为 aa 的 个 体 在 群体 中 的 频率 为 : fag o 

经 过 随机 交配 一 代 后 ,三 种 基因 型 个 体 频率 之 比 为 : p: 2pq: go 

在 F 代 中 : A 基因 的 频率 为 : p+pq=p (p+q)=p。 naaie 

a 基 因 的 频率 为 : q+pq=q (p+g)=q。 

所 以 子 二 代 中 三 种 基因 型 个 体 的 比例 仍 为 : p: 2pq: g, 达到 了 随机 交配 群 
体 中 的 哈代 - 温 伯 格 平衡 (图 9-6)。 -$ 

群体 的 遗传 结构 是 各 种 基因 型 个 体 在 群体 中 的 频率 组 成 。 影 响 群体 遗传 结构 “| al e l 
的 因素 包括 : D 各 种 基因 型 个 体 之 间 的 交配 模式 , 即 是 随机 交配 模式 还 是 有 某 种 
程度 选择 性 的 交配 模式 ; O 个 体 在 不 同 群体 之 间 的 迁徙 ; O 因 突 变 而 在 群体 中 图 9-6 随机 交配 群体 
引入 新 的 等 位 基因 ; © 通过 重组 导致 等 位 基因 在 不 同位 点 的 基因 新 组 合 ; © A 中 哈代 - 温 伯 格 平衡 示意 
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然 选择 造成 不 同 基因 型 个 体 存活 率 或 生育 率 的 差异 ; © 由 于 每 一 个 给 定 个 体 的 子 
裔 数 很 少 , 群体 的 规模 又 受制 于 环境 条 件 , 而 减 数 分 裂 产生 的 不 同 配子 的 比例 在 具 
体 的 家 庭 和 整个 群体 中 都 不 可 能 与 理论 计算 的 完全 相同 。 不 同 基因 型 个 体 之 间 的 
这 种 交配 随机 波动 (random fluctuation ) 在 世代 交替 过 程 中 会 导致 群体 的 遗传 漂 变 
(genetic drift)。 和 群体 遗传 学 研究 的 就 是 这 些 因素 对 群体 遗传 结构 的 影响 。 

群体 遗传 学 研究 的 表 型 与 基因 型 变异 的 关系 , 即 单个 基因 的 不 同等 位 基因 与 
不 同 的 表 型 之 间 的 关系 。 观 察 的 表 型 可 以 是 一 个 宏观 性 状 , 如 体型 、 头 发 的 颜色 
或 生长 速度 与 基因 突变 的 关系 ,也 可 以 是 某 种 代谢 产物 能 否 生成 或 生成 速度 的 变 
化 与 基因 突变 的 关系 ,也 可 以 是 一 个 RNA 分 子 或 蛋白 质 分 子 与 基因 组 中 编码 这 
个 RNA 或 蛋白 质 的 一 段 DNA 序 列 的 关系 。 在 人 类 和 群体 遗传 学 研究 中 最 常 研究 
的 性 状 是 血型 , 血型 的 表 型 是 红细胞 表面 特定 抗原 和 血清 中 的 特定 抗体 。 如 MN 
血型 是 由 单一 位 点 的 不 同等 位 基因 决定 的 , 并 不 受 环境 条 件 的 影响 , 所 以 血型 的 
变异 完全 是 基因 之 间 的 差异 决定 的 。ABO 是 人 的 另 一 个 血型 系统 , 它 涉及 两 个 
显 性 基因 I^ 和 1I”, 一 个 隐 性 基因 i。 血 型 为 A 的 人 , 其 基因 型 可 以 是 纯 合 子 I 气 ^， 
也 可 以 是 杂 合 子 I^i; 同样 B 型 血 的 基因 型 可 以 是 纯 合 子 1 I”, 也 可 以 是 杂 合 子 
Di; 隐 性 基因 i 纯 合子 让 的 血型 是 0 型。 群体 遗传 学 研究 的 变异 包括 基因 突变 和 
染色 体 畸 变 。 

群体 遗传 学 的 研究 涉及 生物 个 体 的 遗传 与 发 育 和 群体 遗传 结构 及 其 随时 
间 与 空间 变化 的 关系 。 基 因 突 变 、 重 组 和 迁徙 是 群体 中 变异 的 来 源 , 但 归根 结 
底 群 体 中 的 变异 来 源 是 突变 。 突 变 率 是 在 一 个 世代 中 一 个 等 位 基因 拷贝 变 为 
另 一 个 等 位 基因 形式 的 概率 。 基 因 突 变 率 因 物 种 和 基因 位 点 而 不 同 ,一般 可 以 
在 10 °~10 “范围 内 , 即 一 种 等 位 基因 在 一 次 复制 过 程 中 突变 为 另 一 种 等 位 基因 
的 概率 介 于 十 万 分 之 一 到 十 亿 分 之 一 。 重 组 则 会 大 大 增加 群体 中 的 变异 组 合 ， 
产生 具有 多 种 多 样 基因 组 合 的 基因 组 。 迁 徙 是 一 个 群体 以 任何 方式 从 另 一 个 
群体 引入 基因 , 发 生 于 基因 频率 不 同 的 群体 之 间 的 迁徙 有 可 能 会 显著 改变 群体 
的 遗传 结构 。 

突变 、 重 组 和 迁徙 使 生物 群体 的 遗传 结构 发 生 了 变化 , 这 些 变化 增加 了 群体 
中 个 体 之 间 和 不 同 群体 之 间 的 遗传 歧 异 , 但 不 一 定 能 提高 群体 对 生存 环境 的 适应 
程度 , 它们 只 是 为 自然 选择 提供 更 多 的 材料 , 决定 群体 中 种 种 变异 命运 的 是 自然 
选择 。 自 然 选 择 通 过 生物 个 体 生 存 率 和 生育 率 差异 来 淘汰 适应 程度 低下 的 变异 
或 变异 组 合 , 扩大 适应 程度 高 的 变异 或 变异 组 合 , 使 生物 群体 不 断 增强 在 特定 环 
境 中 的 生存 机 会 , 提高 其 对 环境 的 适合 度 (fitness, adaptive value), ARR PAA 
相同 基因 型 的 个 体 , 在 相同 的 环境 条 件 下 的 寿命 和 生育 子 毅 的 数目 可 能 因 种 种 原 
因而 不 同 , 所 以 常用 某 种 基因 型 个 体 的 平均 生育 率 , 或 者 在 一 定 的 环境 条 件 下 , 特 
定 基因 型 个 体 将 其 基因 传递 至 群体 下 一 世代 基因 库 的 相对 概率 来 描述 其 适合 度 。 
适合 度 是 生物 体 的 表 型 与 其 生存 环境 相互 作用 的 结果 ,可 以 设想 相同 的 基因 组 在 
不 同 的 环境 条 件 下 会 有 不 同 的 适合 度 , 原因 之 一 是 即使 基因 型 完全 相同 的 生物 体 
可 能 因 发 育 阶 段 的 环境 差异 而 发 育 出 不 一 样 的 表 型 。 没 有 一 种 基因 型 会 在 任何 
环境 条 件 下 始终 处 于 优势 地 位 。 正 是 自然 选择 使 生物 群体 的 遗传 结构 在 动态 变 
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化 中 不 断 演化 。 自 然 选择 是 生物 演化 的 主导 力量 。 自 然 选 择 是 通过 漫长 的 世代 
甚至 全 部 地 质 时 期 进行 工作 的 ,相对 而 言 人 工 选 择 则 历时 短暂 。 

自然 选择 是 通过 改变 群体 中 各 种 等 位 基因 的 相对 频率 来 实现 的 , 即 自然 选择 
会 增加 平均 适合 度 较 高 的 等 位 基因 中 群体 中 的 频率 , 从 而 也 提高 了 整个 群体 的 平 
均 适合 度 。 必 须 注意 的 是 适合 度 是 群体 中 不 同 基 因 型 个 体 之 间 的 相对 值 ,也 就 是 
说 自然 选择 作用 的 是 相对 适合 度 , 而 不 是 绝对 适合 度 , 所 以 自然 选择 改变 的 只 是 
各 种 基因 型 的 相对 频率 。 壁 如 等 位 基因 A 的 携带 者 比 群体 中 al、a,、a; 等 其 他 等 位 
基因 携带 者 的 相对 适合 度 高 ,等 位 基因 和 A 在 群体 中 的 频率 就 会 逐 代 增加 。 

如 果 在 某 种 条 件 下 , 异 合子 个 体 A/a 的 相对 适合 度 高 于 纯 合 子 A/A 或 a/a， 
则 称 为 适合 度 的 超 显 性 (overdominance in fitness)。 人 类 中 的 一 个 例子 是 西部 
非洲 人 群 中 的 高 频率 灸 形 细胞 性 状 (sickle cell trait)。 血 红 和 蛋白 的 相关 致 病 基 因 
F20-S 的 纯 合 子 个 体会 在 性 成 熟 期 前 死 于 灸 状 细胞 贫血 (sickle cell anemia)。 然 
而 , 当地 流行 的 一 种 死亡 率 极 高 的 恶性 症 疾 会 导致 大 量 正常 基因 Hb-4 纯 合子 个 
体 死亡 , 而 异 合子 个 体 Hb-4/Hb-S 不 仅 没 有 致命 的 贫血 症状 , 相反 红细胞 中 存在 
的 异常 血红 蛋白 使 他 们 免 受 恶 性 症 疾 之 害 。 这 就 从 生物 演化 的 角度 解释 了 为 什 
么 Hb-S 基 因 在 某 些 西非 人 群 中 的 频率 比 其 他 人 群 高 。 而 诸如 导致 血 友 病 的 凝血 
因子 姬 和 凝血 因子 信 突 变 基 因 这 样 没 有 适合 度 超 显 性 的 疾病 相关 基因 ,在 群体 中 
的 频率 就 会 因 自然 选择 作用 而 非常 低 。 由 此 可 见 , 演化 并 不 必然 伴随 着 进步 、 改 
善 或 复杂 化 , 但 演化 必定 是 趋向 适应 的 。 和 群体 遗传 学 是 生物 演化 论 , 或 者 说 进化 
论 的 理论 基石 。 

物种 形成 和 生物 演化 的 机 制 应 包括 基因 突变 自然 选择 和 隔离 三 个 方面 。 突 
变 是 进化 必 不 可 少 的 原料 , 通过 自然 选择 保存 并 积累 那些 适应 性 变异 , 再 通过 空 
间 性 的 地 域 隔离 ,以 及 最 终 形成 的 遗传 性 生殖 隔离 ,阻止 各 群体 间 的 基因 交流 ,最 
终 形成 了 新 物种 。 

人 类 群体 遗传 学 研究 表明 人 类 种 族 内 部 个 体 之 间 的 遗传 差异 占 人 类 遗传 变 
异 的 89%, 而 由 于 种 族 或 地 域 造成 的 遗传 变异 仅 占 9%, 即 种 族群 体内 个 体 之 间 的 
遗传 差异 远大 于 不 同 种 族 之 间 的 平均 差异 。 因 此 , 所谓 人 种 主要 是 一 种 文化 意义 
上 的 定义 而 不 是 遗传 学 的 定义 , 几乎 没有 可 用 来 描述 人 种 差异 的 遗传 学 标志 。 遗 
传 学 的 研究 证 实 种 族 歧视 是 完全 没有 理论 根据 的 。 


9.22 演化 医学 : 生物 演化 视角 下 的 医学 

演化 医学 (evolutionary medicine), 又 称 达尔 文 医 学 , 旨 在 将 现代 生物 演化 理 
论 用 于 认识 健康 与 疾病 。 演 化 医学 要 回答 的 问题 是 人 为 什么 会 患 病 , 而 不 是 单纯 
阐述 疾病 如 何 发 生 。 我 们 往往 认为 解剖 学 、 生 理学 、 病 理学 .生物 化 学 、 胚 胎 学 等 
是 临床 医学 的 基础 ,能 阐明 疾病 发 生发 展 的 分 子 、 生 理 和 病理 学 机 制 。 然 而 ,大 量 
的 研究 表明 生物 演化 在 人 体 的 结构 和 功能 的 形成 发 展 和 病理 变化 过 程 中 起 着 极 
为 关键 的 作用 ,演化 医学 关注 的 是 为 什么 人 体 要 演化 出 这 么 多 造成 我 们 对 疾病 如 
此 敏感 的 一 系列 机 制 。 演 化 医学 研究 使 我 们 能 从 全 新 的 观点 来 认识 细菌 的 抗 生 
素 抗 性 、 癌 症 和 自体 免疫 性 疾病 究竟 为 什么 会 发 生 , 还 有 病原 体 和 宿主 之 间 关 系 
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的 本 质 究竟 是 怎样 的 。 它 可 以 增进 我 们 对 疾病 的 认识 ,特别 是 有 助 于 改进 临床 实 
践 。 所 以 ,演化 医学 并 不 是 像 遗传 学 或 病理 学 这 样 的 一 门 学 科 , 而 是 一 整套 用 生 
物 演化 的 思想 来 观察 ,分析 诸 多 医学 问题 的 概念 和 研究 方法 。 它 为 我 们 提供 了 理 
解 生 命 的 过 程 和 疾病 的 发 生 , 以 及 衰老 与 死亡 的 全 新 视角 。 为 了 不 断 优 化 生长 、 
发 育 和 繁殖 的 适应 程度 , 自然 选择 不 断 调整 着 人 类 的 祖先 在 生存 周期 中 如 何 利用 
能 量 和 其 他 资源 。 为 此 人 类 必须 不 断 修饰 、 调 整 和 改进 自己 的 身体 , 演化 出 足以 
维持 我 们 的 身体 健康 、 长 寿 和 繁衍 子孙 的 种 种 机 制 。 然 而 , 这 些 机 制 并 不 是 十 全 
十 美的 , 随 着 年 龄 的 增长 , 身上 难以 修复 的 损伤 会 慢 慢 积累 , 导致 多 种 疾病 的 发 
生 , 直 至 衰老 和 死亡 。 

1. 人 类 群体 的 遗传 变异 ”全球 的 人 口 总 数 已 经 超过 70 亿 , 漫长 的 演化 过 程 
在 人 群 中 积累 了 大 量 的 遗传 变异 。 例 如 人 类 和 黑猩猩 就 共享 着 许多 主 组 织 相 容 
性 复合 体 (major histocompatibility complex, MHC) 遗传 多 态 型 , 这 表明 这 两 个 物 
种 分 野 以 后 的 500 万 ~700 万 年 中 ,自然 选择 保留 了 我 们 共同 祖先 的 遗传 变异 。 现 
代 人 类 在 走出 非洲 前 已 经 形成 了 很 大 的 群体 , 古 非洲 人 类 群体 所 积累 的 遗传 变异 
比 我 们 在 世界 各 地 人 群 中 保存 下 来 的 遗传 变异 要 多 得 多 。 随 着 人 群 的 繁衍 并 不 
断 向 地 球 的 各 个 地 域 迁 徙 , 必然 会 在 群体 中 不 断 加 入 因 不 同 地 域 人 群 的 饮食 、 生 
活 习 惯 和 疾病 的 分 布 状 况 差异 而 在 选择 作用 下 稳定 维持 于 群体 的 遗传 变异 ,其 中 
就 有 人 类 遗传 学 家 长 期 研究 的 许多 对 健康 和 疾病 发 生 有 关联 的 遗传 变异 ,也 积累 
了 遗传 病 和 出 生 缺 陷 的 遗传 病因 的 重要 信息 。 从 生物 演化 的 角度 观察 , 至 少 有 三 
类 遗传 变异 与 医学 的 关系 最 为 密切 。 第 一 类 是 对 传染 病 的 抗 性 变异 , 如 对 肝炎 、 
结核 病 、 症 疾 等 常见 传染 病 抗 性 相关 的 突变 。 第 二 类 是 与 工农 业 生 产 发 展 后 人 类 
广泛 接触 的 乙醇 和 和 牛奶 的 消化 吸收 能 力 相关 的 遗传 变异 , 如 酒精 耐 受 性 和 乳糖 酶 
持续 产生 能 力 。 研 究 表明 在 一 定 的 自然 选择 压力 下 ,一 个 乳糖 酶 持续 产生 能 力 为 
1% 的 等 位 基因 要 演化 成 持续 产生 能 力 为 99% 的 等 位 基因 , 需要 5 000~10 000 年 。 
所 以 , 从 人 类 社会 的 农 牧 业 发 展 历史 看 , 人 类 群体 还 没有 足够 的 时 间 让 这 样 的 突 
变 固 定 于 任何 一 个 现代 人 群 , 尽管 在 者 干 牧场 文化 发 展 较 早 的 人 群 中 , 这 种 突变 
基因 的 频率 在 不 断 升 高 。 演 化 研究 提示 社会 文化 的 变化 比 起 生物 界 可 能 的 演化 
要 快 得 多 , 遗传 与 现代 化 之 间 的 契合 匹配 程度 也 许 是 很 差 的 。 第 三 类 是 由 细胞 色 
素 P450 和 NN 一 乙酰 转移 酶 基因 家 族 等 介 导 的 药物 代谢 能 力 变 异 。 认 识 和 利用 个 
体 间 的 遗传 差异 是 个 性 化 医疗 的 基础 , 当 某 种 遗传 变异 具有 临床 意义 时 , 差异 化 
治疗 的 重要 意义 就 更 加 突出 了 。 

2. 人 群 的 演化 与 现代 化 之 间 的 不 匹配 ”人 类 社会 文化 进步 和 现代 化 程度 提 
高 与 生物 演化 之 间 的 不 协调 、 不 匹配 也 在 影响 我 们 的 健康 , 最 常见 的 有 非特 异性 
变 应 原 引起 的 过 敏和 哮喘 ,基于 高 糖 .高 脂 饮食 引起 的 肥胖 和 心血 管 健康 问题 , 避 
孕 措施 的 广泛 使 用 导致 乳腺 癌 发 病 率 升 高 ,牛奶 的 饮用 引起 乳糖 酶 基因 不 能 持续 
表达 的 儿童 和 成 人 的 乳糖 过 敏 症 , 还 有 因 接 触 我 们 的 祖先 极 少 有 机 会 接触 的 物品 
诱发 的 不 良 嗜 好 及 其 相关 病症 。 

演化 分 析 提 示 ,非特 异性 变 应 原 引 起 的 过 敏和 哮喘 等 自体 免疫 性 疾病 的 病因 
也 许 是 失去 了 我 们 祖先 生活 环境 中 普遍 存在 的 微生物 或 寄生 虫 , 又 称 为 祖先 微 生 
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物 (ancestral microbiota) 的 缘故 。 在 过 去 很 长 的 历史 时 期 中 , 人 类 已 经 习惯 于 寄 
生物 的 频繁 感染 ,我 们 的 免疫 系统 也 与 寄生 物 形 成 了 共生 互利 的 协同 演化 关系 。 
如 今 公共 卫生 条 件 明显 改善 , 良好 的 卫生 习惯 也 已 普遍 养 成 , 大 多 数 寄 生 虫 和 病 
原 菌 被 清除 出 人 体 , 我 们 的 免疫 反应 也 就 因此 失范 。 这 很 可 能 是 生活 在 寄生 虫 相 
对 较 少 的 环境 中 人 们 容易 患 过 敏 症 和 自体 免疫 性 疾病 的 原因 之 一 。 最 近 , 无 菌 家 
免 的 免疫 反应 分 析 也 支持 这 种 观点 。 对 人 类 自身 而 言 ,这 方面 最 有 说 服 力 的 例子 
来 自 对 多 发 性 硬化 症 (multiple sclerosis) 患者 长 达 7 年 的 研究 。 人 研究 中 涉及 的 部 
分 患者 同时 伴 有 寄生 虫 感染 , 另 一 些 患者 则 没有 寄生 虫 感染 。 观 察 发 现 没 有 感染 
寄生 虫 的 患者 病情 迅速 恶化 , 而 被 寄生 虫 感染 的 患者 病情 却 相对 比较 稳定 。 其 中 
的 一 位 患者 因 不 堪 寄 生 虫 长 期 感染 之 苦 , 在 观察 的 第 5 年 做 了 抗 蠕虫 治疗 , 不 料 
他 的 多 发 性 硬化 症 竟 快速 恶化 ,一 年 之 内 其 症状 的 严重 程度 就 发 展 到 了 与 没 被 寄 
生 虫 感染 的 患者 相仿 了 。 这 个 临床 观察 催生 了 一 系列 以 小 鼠 为 模型 的 治疗 性 实 
验 , 并 在 此 基础 上 发 展 出 了 用 猪 鞭 虫 (Trichuris suis) 的 卵 制剂 治疗 多 发 性 硬化 证 
的 工期 临床 实验 , 这 种 寄生 虫 制剂 在 升 高 人 体 免疫 反应 的 同时 并 不 引起 损伤 性 感 
染 。 观 察 表明 部 分 患者 的 症状 在 实验 性 治疗 后 得 到 了 改善 , 另 一 些 患者 的 症状 也 
没有 进一步 恶化 , 这 就 为 进一步 的 临床 实验 提供 了 依据 。 多 发 性 硬化 症 是 免疫 介 
导 的 中 枢 神 经 系统 慢性 炎 性 脱 峭 性 疾病 , 是 一 种 严重 的 损耗 性 疾病 , 患者 常 伴 有 
进行 性 的 多 功能 丧失 , 目前 还 没有 有 效 的 治疗 方法 。 然 而 , 这 个 例子 确实 为 我 们 
提供 了 一 个 从 生物 演化 角度 审视 临床 医学 问题 ,以 及 在 对 付 难 治 疾病 中 可 能 起 的 
临床 导向 作用 。 . 

现 已 清楚 ,寄生 虫 和 我 们 体内 的 微生物 组 一 直 在 以 减轻 难以 治疗 的 自体 免疫 
性 疾病 的 方式 与 我 们 的 免疫 系统 相互 作用 ,慢性 自体 免疫 性 疾病 的 潜在 治疗 方法 
包括 工程 化 生物 制剂 ,也 包括 传统 药物 ,其 中 最 值得 期 待 的 是 经 过 工程 化 改造 的 、 
能 与 人 共生 且 无 致 病 性 的 寄生 虫 制剂 。 

3. 避孕 增加 乳腺 癌 发 生 率 ”人 与 黑猩猩 分 野 以 后 经 历 了 完全 不 一 样 的 生育 生 
长 演化 过 程 , 人 类 中 女性 每 隔 2~3 年 可 连续 生育 ,而 黑猩猩 的 生育 间隔 为 4~7 年 。 人 
类 在 婴儿 期 和 青春 期 之 间 , 有 相当 长 的 童年 期 和 少年 期 。 在 这 段 时 间 内 人 的 大 脑 继 
续 发 育 、 获 得 从 父母 和 其 他 社会 成 员 学 习 各 种 知识 和 技能 的 机 会 ,一 直到 十 五 六 岁 ， 
甚至 更 晚 才 完成 性 发 育成 熟 , 而 黑猩猩 的 性 成 熟 要 早 好 几 年 。 此 外 , 人 类 在 绝经 期 
后 还 有 一 个 很 长 的 后 生育 存活 期 ,这 在 哺乳 动物 中 几乎 是 唯一 的 一 个 物种 。 

一 个 生育 的 人 类 群体 是 不 避孕 的 ,已 婚 妇 女 往往 生养 好 几 个 孩子 ,反复 经 历 
怀孕 期 和 哺乳 期 的 闭经 。 在 现代 社会 中 , 避孕 药 具 的 广泛 使 用 显著 减少 了 生育 ， 
导致 妇女 一 生 经 历 的 月 经 周期 大 大 增加 。 而 妇女 的 乳房 组 织 在 每 一 个 月 经 周期 
都 要 经 过 生长 、 分 化 、 细 胞 分 裂 增殖 , 然后 再 消散 的 过 程 , 其 中 每 一 次 有 丝 分 裂 都 
可 能 产生 体 细 胞 突变 ,乳腺 细胞 的 分 裂 次 数 和 每 次 细胞 分 裂 的 突变 发 生 概率 就 成 
了 乳腺 瘤 发 生 的 重要 决定 因素 。 无 疑 避孕 这 一 最 近 几 十 年 才 出 现 的 社会 文化 现 
象 对 妇女 身体 的 影响 与 长 期 生物 演化 形成 的 女性 结构 和 生理 特性 之 间 的 协调 匹 
配 将 是 演化 医学 研究 的 又 一 个 重要 课题 。 

4. 宿主 与 病原 体 的 协同 演化 ”通过 自然 选择 对 随机 发 生 的 自发 突变 的 作 
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用 ,微生物 逐渐 演化 出 了 抗 性 。 抗 性 基因 不 但 使 携带 这 个 基因 的 细菌 能 在 抗生素 
存在 的 条 件 下 继续 生长 繁殖 ,还 会 借助 质粒 的 水 平 转移 将 遗传 信息 扩散 至 其 他 细 
菌 群体 。 抗 生 素 被 广泛 应 用 于 预防 外 科 手 术 可 能 引起 的 细菌 感染 ,所 以 多 数 病 原 
菌 的 抗 性 演化 发 生 在 手术 室 和 重症 监护 室 。 在 我 国 由 于 独生子 女 政 策 的 后 续 影 
响 , 抗生素 还 因 家 长 的 过 度 焦 虑 而 被 大 量 用 于 病 孩 , 其 中 相当 部 分 是 不 必要 的 其 
至 是 不 利于 孩子 的 。 研 究 表明 , 大 多 数 细菌 的 抗 性 并 非 起 源 于 新 的 突变 , 远 在 人 
类 制造 抗生素 之 前 , 细菌 和 真菌 之 间 的 协同 演化 就 在 细菌 群体 中 选择 了 抗 性 基 
E, 并 在 自然 条 件 下 , 病原 菌 和 与 我 们 共生 的 非 病 原 菌 群体 保存 着 大 量 的 抗生素 
抗 性 遗传 信息 。 这 些 抗 性 基因 借助 质粒 进行 种 内 和 种 间 广 泛 的 水 平 传递 。 抗 性 
问题 还 不 止 限于 细菌 、 症 原虫 和 钧 虫 等 其 他 病原 体 , 甚至 一 些 病原 体 的 虫 媒 也 快 
速 演化 出 抗 性 来 对 付 各 种 用 来 控制 它们 的 化 学 药剂 。 对 抗生素 具有 抗 性 的 病原 
菌 的 出 现 和 某 种 程度 的 泛滥 是 现代 医学 面临 的 大 难题 ,从 生物 演化 的 角度 深刻 理 
解 并 探寻 解决 病原 菌 抗 性 问题 也 许 更 加 迫切 了 。 

宿主 被 病原 体感 染 后 会 出 现 发 热 、 疼痛 、 恶 心 . 呕 吐 、 腹 泻 、 咳 嗽 和 焦虑 等 症 
状 , 这 些 症状 既是 常见 的 求 医 原因 , 也 是 机 体 针 对 病原 体 造成 某 种 伤害 的 抵御 方 
式 , 如 发 热 是 抵御 感染 的 重要 反应 ,咳嗽 在 某 些 情况 下 能 减少 肺炎 的 发 生 。 然 而 ， 
一 旦 这 些 抵御 反应 过 度 或 过 于 频繁 就 会 引起 疾病 。 例 如 慢性 贫血 可 能 是 慢性 感 
染 或 自体 免疫 性 疾病 引发 的 一 种 抵御 机 制 , 尽管 体内 有 足够 的 铁 , 但 在 抵御 病原 
体 的 过 程 中 , 肝脏 分 泌 的 铁 调 素 (hepcidin) 却 能 阻 断 铁 的 正常 供应 链 , 从 而 限制 
细菌 获得 生长 繁殖 所 必需 的 铁 ,帮助 机 体 清 除 病原 菌 。 可 以 设想 这 种 抵御 机 制 也 
会 同时 限制 血液 干细胞 生成 红细胞 所 需 的 铁 供应 , 这 时 外 周 血 涂 片 检查 可 能 会 看 
到 很 像 缺 铁 性 贫血 的 图 像 , 但 是 从 生物 演化 的 观点 看 这 种 抵御 反应 与 缺 铁 性 贫血 
是 有 本 质 区 别 的 。 

传统 的 观点 认为 ,病原 体 毒 性 的 演化 是 随 着 病原 体 引 起 宿主 发 病 率 和 和 死亡 率 
的 升 高 而 增强 的 。 然 而 ,毒性 越 来 越 强 的 病原 体 并 不 一 定 会 在 自然 选择 中 更 为 有 
All, 因为 过 快 地 杀 死 宿主 使 病原 体 没有 足够 的 时 间 来 适应 宿主 。 像 SARS 冠状 病 
毒 引 起 的 非典 型 性 肺炎 [infectious atypical pneumonia, 又 称 重症 急性 呼吸 综合 征 
(severe acute respiratory syndrome, SARS) ] 和 埃 博 拉 病 毒 (Ebola virus) 导致 埃 博 
拉 病 毒 出 血 热 等 在 人 群 中 新 暴发 的 传染 病 都 可 归于 这 一 类 ,这 些 病毒 尚未 在 人 群 
中 稳定 持续 地 存在 。 对 于 在 人 群 中 能 持续 存在 , 并 能 从 亲 代 向 子 代 垂直 传递 的 寄 
生物 , 则 必须 在 自然 选择 的 作用 下 使 宿主 至 少 成 活 到 生育 年 龄 。 严 格 的 垂直 传递 
最 终 会 将 病原 体 转化 为 无 毒 的 共生 物 。 与 此 相反 ,水平 传递 的 病原 体 要 经 受 的 选 
择 压 力 是 在 毒性 与 传递 之 间 平 衔 利 弊 得 失 , 最 后 可 能 使 毒性 处 于 中 等 水 平 , 却 还 
能 造成 对 宿主 一 定 程度 的 病理 性 损伤 。 一 个 典型 例子 是 从 南美 洲 引 入 澳大利亚 
来 控制 野兔 的 一 种 黏液 病毒 (myxomatosis ) 的 演化 。 实 验 观察 开始 时 , 预先 冻 存 
一 个 病毒 样本 , 以 便 日 后 作为 应 用 于 杀 灭 野生 免 群 的 病毒 的 毒性 演化 比较 的 参照 
物 。 观 察 结 果 表 明 , 在 10 年 的 时 间 内 , 病毒 的 毒性 逐渐 向 降低 的 方向 演化 , 而 时 
免 对 病毒 的 抗 性 在 向 升 高 的 方向 演化 , 最 终 病毒 的 毒性 稳定 在 能 杀 死 大 多 数 野 锡 
而 不 是 完全 杀 灭 野兔 种 群 的 水 平 。 在 整个 演化 过 程 中 , 宿主 体内 的 两 个 方向 相反 
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的 选择 压力 取得 了 平衡 ,一 个 是 病毒 要 通过 利用 宿主 的 资源 迅速 扩大 数量 , 另 一 
个 是 病毒 要 成 功 地 传递 就 必须 让 宿主 存活 期 长 到 足以 使 病毒 能 传递 至 其 他 宿主 ， 
两 种 力量 的 较量 最 终 使 病毒 的 毒性 处 于 最 佳 的 中 间 水 平 。 这 就 是 病原 体 和 宿主 
关系 的 “ 利 整 得 失 平衡 ”假设 , 它 的 核心 思想 是 病原 体 的 毒性 演化 趋 于 在 其 整个 
生命 周期 中 获得 最 长 的 增殖 期 。 当 然 , 在 具体 分 析 一 对 病原 体 - 宿 主 关系 时 ,还 应 
该 考虑 到 宿主 体内 多 种 感染 因子 之 间 的 竞争 .与 宿主 免疫 系统 的 相互 作用 和 传播 
途径 的 转换 等 因素 。 

在 使 用 疫苗 预防 传染 病 流 行 时 , 如 果 使 用 的 疫苗 不 能 完全 消除 每 一 个 疫苗 接 
种 者 体内 的 病原 体 时 , 我 们 仍然 要 考虑 “利弊 得 失 平衡 ”中 病原 体 演 化 所 追求 的 
最 大 利益 。 这 种 疫苗 接种 的 直接 作用 是 很 可 能 会 使 毒性 更 强 而 又 更 能 持 抗 这 种 
疫苗 的 菌株 或 病毒 株 获 得 某 种 选择 优势 , 它 的 间接 作用 是 为 了 减少 疫苗 对 接种 者 
生命 的 威胁 而 不 断 降低 疫苗 杀 灭 病原 体 的 效 价 , 这 进一步 促成 了 毒性 强 的 菌株 或 
病毒 株 在 选择 中 取胜 , 实际 上 也 确实 存在 因 人 为 干预 而 导致 病原 体 毒性 增强 的 危 
险 。 我 们 在 任何 疫苗 (如 症 疾 疫苗 和 人 多 瘤 病毒 疫苗 ) 的 试用 中 , 都 必须 考虑 演 
化 出 毒性 更 强 的 病原 体 的 可 能 性 ,这 也 是 多 种 危害 严重 的 传染 病 疫苗 研制 工作 所 
面临 的 两 难 境地 。 

在 自然 界 , 宿主 往往 选择 耐 受 而 不 是 抵御 病原 体 的 原因 是 抵御 的 代价 过 大 ， 
最 有 说 服 力 的 例子 莫 过 于 1918 年 流感 的 大 暴发 。 在 那 场 大 流行 中 正 是 免疫 系统 
健康 、 能 启动 各 种 免疫 反应 的 青年 人 死亡 率 特别 高 。 病 毒 感染 诱发 细胞 因子 的 
急剧 反应 ,造成 严重 的 炎症 , 肺 内 充满 黏液 ,引发 次 级 细菌 感染 , 造成 许多 患者 因 
此 丧 失 生 命 。 所 以 宿主 的 免疫 反应 必须 权衡 利弊 ,过度 反 应 反而 会 造成 对 自身 更 
大 的 伤害 , 而 耐 受 却 比 我 们 原先 设想 的 更 有 优势 。 相 对 而 言 , 不 造成 宿主 致命 伤 
害 而 建立 与 宿主 共生 关系 的 潜在 病原 体 也 会 有 某 种 选择 优势 。 从 生物 演化 观点 
看 ,可 以 把 宿主 对 寄生 物 或 病原 体 的 抵御 手段 分 为 两 类 : 一 类 是 限制 寄生 物 的 数 
量 ,或 者 说 限制 宿主 的 寄生 物 负荷 的 能 力 , 可 以 称 为 抗 性 ; 另 一 类 是 限制 寄生 物 
在 宿主 体内 引起 伤害 和 导致 宿主 致 病 的 能 力 , 可 以 称 为 耐 受 性 。 宿 主 保护 自身 和 
抵御 寄生 物 的 有 效 性 取决 于 抗 性 和 耐 受 性 结合 在 一 起 的 方式 和 程度 ,这 两 种 抵御 
能 力 对 于 传染 病 的 流行 病 学 和 宿主 -寄生 物 协 同 演化 的 作用 是 不 尽 相 同 的 。 抗 性 
通过 阻挠 寄生 物 扩展 而 保护 宿主 , 耐 受 性 则 在 对 寄生 物 没有 直接 负面 影响 的 前 提 
下 减少 对 宿主 的 伤害 。 宿 主 抗 性 的 演化 倾向 于 降低 寄生 物 在 宿主 群体 中 的 流行 ， 
它 对 寄生 物 适 应 性 的 负面 作用 有 可 能 加 强 寄生 物 对 抗 宿主 的 抵御 机 制 , 转 而 又 会 
加 强 宿主 改进 抵御 机 制 的 正面 选择 , 最终 导致 宿主 和 寄生 物 之 间 的 逆向 协同 演化 
(antagonistic co-evolution )。 与 此 相反 , 耐 受 性 对 寄生 物流 行 的 作用 是 中 性 的 , BE 
至 是 正面 的 ,也 就 不 会 对 寄生 物 克服 宿主 的 耐 受 机 制 的 潜在 能 力 有 所 选择 。 所 以 
从 生态 学 和 生物 演化 角度 看 , 耐 受 性 避免 了 宿主 和 寄生 物 之 间 无 休止 的 逆向 协同 
演化 。 

寄生 物 与 宿主 的 关系 是 多 样 的 。 病 原 体 产生 的 毒素 直接 导致 疾病 , 但 也 可 
能 通过 调节 宿主 或 修饰 自身 而 继续 生长 和 扩散 。 病 原 体 的 适应 度 取决 于 它 能 不 
能 将 存活 的 子 裔 病原 体 传 至 另 一 个 宿主 ,所 以 病原 体 的 成 功 传播 有 赖 于 它 能 不 能 
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逃避 宿主 免疫 系统 的 检测 和 杀 灭 。 从 感染 中 的 病原 体 角 度 讲 , 宿主 的 免疫 系统 
是 一 种 致命 的 威胁 。 免 疫 系 统 能 非常 有 效 地 选择 各 种 可 能 中 和 、 抑 制 和 逃避 其 
免疫 反应 的 变异 病原 体 。1910 年 , 德国 微生物 学 家 埃 尔 利 希 (P. Ehrlich) 最 先 发 
现 了 非洲 锥 虫 能 通过 改变 表面 抗原 分 子 来 逃避 宿主 免疫 反应 。 病 原 体 逃 避 的 策 
略 还 包括 分 泌 特 殊 的 化 学 物质 误导 宿主 的 免疫 系统 ; 针对 宿主 适应 性 免疫 产生 
的 一 套 结构 多 变 的 杀菌 免疫 球 和 蛋白, 而 借助 不 时 改变 与 这 些 免疫 球 蛋 白 相 互 作 
用 的 细菌 表面 分 子 来 逃避 攻击 ; 快速 与 相应 的 抗体 结合 ; 用 宿主 的 分 子 包 于 自 
身 , 以 及 将 自身 包 人 保护 壳 躲 藏 在 宿主 细胞 内 [如 结核 分 枝 杆 菌 (Mycobacterium 
tuberculosis)] 等 。 有 些 病原 体 甚 至 演化 出 与 宿主 互利 共生 状态 。 某 些 病 原 菌 和 
寄生 虫 还 能 通过 仿制 宿主 的 特异 性 分 子 来 诱导 免疫 抑制 ,改造 宿主 的 抑制 受 体 等 
手段 来 干扰 宿主 免疫 系统 中 不 同 免疫 细胞 之 间 的 相互 作用 。 有 些 细菌 甚至 还 演 
化 出 了 藏身 于 宿主 的 巨 噬 细 胞 液 泡 内 ,并 对 巨 鸣 细 胞 攻击 细菌 的 机 制 进行 抑制 或 
修饰 的 能 力 。 研 究 显示 病毒 (如 HIV 和 疱疹 病毒 )、 原 虫 ( 如 症 原 虫 )、 寄 生 虫 (如 
血吸虫 ) 等 病原 体 表 面 分 子 特性 与 宿主 免疫 球 和 蛋白 结 构 变 化 之 间 存 在 着 相伴 相 
生 的 动态 协同 演化 。 从 演化 医学 观点 来 盖 明 寄生 虫 和 病原 菌 操 控 宿 主 免疫 系统 
和 逃避 免疫 反应 攻击 的 确切 分 子 机 制 ,就 可 能 设计 新 的 药物 和 治疗 策略 。 

5. 新 发 生 的 传染 病 的 起 源 一 种 病原 体 从 非 人 类 宿主 转向 感染 人 类 并 在 
人 和 群 中 持续 存在 , 进而 演变 成 为 新 的 人 类 传染 病 , 必然 要 经 历 生 态 位 改变 和 适 
应 新 的 宿主 的 演化 过 程 。 其 间 必 须 满足 三 个 条 件 : D 这 种 病原 体 要 接触 人 群 ; 
D 在 人 体 建 立 感染 ; @ 要 在 每 一 次 原始 感染 后 能 连续 感染 新 的 宿主 。 因 为 极 少 
有 非 人 病原 体能 暴露 并 感染 人 体 , 并 能 以 足够 高 的 概率 连续 感染 ;使 之 在 人 群 中 
持续 存在 。 所 以 ,在 自然 状态 下 要 同时 满足 这 三 个 条 件 是 非常 困难 的 。 

然而 , 随 着 人 类 群体 的 不 断 扩 展 至 原先 未 曾 达到 的 地 域 , 并 遭遇 到 当地 长 
期 生存 于 其 他 物种 的 病原 体 时 , 新 的 传染 病 暴 发 的 机 会 就 明显 增加 了 。 已 发 现 
并 证 实 的 人 新 传染 病 的 病原 体 大 多 起 源 于 动物 群体 中 先前 存在 的 病毒 , 尤其 是 
RNA 病毒 。 例 如 , 埃 博 拉 病 毒 原先 可 能 寄生 于 蝙蝠 ,又 因 有 人 误 食 感染 了 埃 博 拉 
病毒 的 灵 长 类 动物 而 传递 至 人 群 , 由 于 埃 博 拉 病 毒 能 引起 宿主 迅速 死亡 而 未 能 
在 人 群 中 持续 存在 。 又 如 , SARS 病毒 原先 寄生 于 果子 狸 ,也 可 能 是 因为 有 人 误 
食 了 果子 狸 而 传递 至 人 群 。2003 年 SARS 第 一 次 在 人 群 中 暴发 的 几 个 月 中 就 夺 
去 了 数 千 人 的 生命 ,其 中 包括 许多 在 第 一 线 工 作 的 医护 人 员 , 最 终 在 采取 了 严格 
的 检疫 和 隔离 措施 后 才 得 以 扑灭 。 再 如 HIV/AIDS 病毒 原先 寄生 于 黑猩猩 ,也 可 
能 是 有 人 误 食 了 黑猩猩 而 传递 至 人 群 , 它 的 全 球 性 流行 导致 数 百 万 人 因 患 艾滋 
病 而 丧生 。 

这 些 单 链 RNA 病毒 的 高 突变 率 使 其 子 裔 群体 具有 不 断 改变 感 当 和 传播 途径 
的 潜在 可 能 , 所 以 很 难得 到 快速 有 效 的 控制 。 然 而 , 分 子 种 系 发 生 研究 技术 帮助 
我 们 查 清 楚 了 这 些 新 传染 病 的 暴发 时 间 和 地 点 。2010 年 ,夏普 (P. M. Sharp) 和 哈 
姆 (B. H. Hahm) 等 证 实 HIV/AIDS 病 毒 是 通过 种 间 交 车 传递 青 在 人 群 中 传播 的 ， 
其 中 至 少 有 两 次 经 过 了 黑猩猩 , 还 有 一 到 两 次 经 过 了 大 猩猩 。HIV 病毒 原先 是 感 
染 猿 猴 的 一 大 群 猴 免 疫 缺 陷 病 毒 (SIV ) 中 的 一 种 , 黑猩猩 从 猿 猴 获得 了 两 种 不 同 
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的 SIV, 然后 这 两 种 病毒 在 黑猩猩 体内 经 过 遗传 重组 形成 了 现今 能 感染 人 类 是 基 
因 组 结构 独特 的 HIV 病毒 。SIV 的 感染 并 不 会 伤害 猿 猴 , 但 重组 病毒 却 会 引起 黑 
猩猩 艾滋 病 样 的 疾病 症状 。 因 此 , 艾滋 病 是 在 感染 人 类 之 前 就 已 经 有 致 病 能 力 
了 ,HIV-1 是 在 黑猩猩 体内 演化 出 了 能 杀 死 CD4T 细 胞 的 能 力 , 而 CD4T 细 胞 正 
是 它 感染 并 寄居 其 中 的 革 细 胞 。 然 而 , 令 人 不 解 的 是 SIV 的 感染 在 它 的 自然 宿主 
非洲 绿 钦 和 白眉 白 颈 猴 (Cercocebus torquatus ) 身上 并 不 引起 病理 性 变化 , 猿 猴 抑 
制 了 某 种 与 HIV 感染 人 体 时 相关 联 的 消炎 (anti-inflammatory ) 反 应 , 其 中 至 少 涉 
及 三 个 免疫 反应 的 调节 基因 的 表达 。 黑 猩猩 与 人 类 的 不 同 也 可 能 是 因为 基因 组 
含有 适应 AIDS 病 毒 的 免疫 基因 群 。 取 自 人 和 黑猩猩 的 表达 样本 比较 清楚 地 表 
明 , 在 人 类 群体 中 流行 最 广 的 致 病毒 株 HIV-1M 一 直 可 追溯 到 1920 一 1930 年 期 
间 流 行 于 喀麦隆 西南 两 个 小 镇 附近 的 狭 窗 区 域 。 

另 一 个 突出 的 例子 是 最 初 于 2009 年 4 月 在 墨西哥 和 美国 发 生 的 禽 流 感 
HIN1, 到 当年 5 月 11 日 已 扩散 至 30 个 国家 , 到 10 月 就 扩展 到 全 世界 。 禽 流感 病 
毒 原先 寄生 于 野生 鸟 类 , 继而 再 感染 家 禽 和 猪 等 家 畜 , 在 猪 体 内 流行 的 这 个 毒 株 
发 生 了 基因 重组 , 经 过 在 猪 群 中 流行 若干 年 , 最 后 成 为 人 群 中 新 的 传染 病 。 分 子 
生物 学 证 据 重建 了 禽 流 感 病毒 的 历史 , 它 的 基因 组 包括 分 别 流行 于 鸟 类 、 猪 和 人 
的 病毒 株 的 8 个 片段 。 约 在 1990 年 , 某 些 重组 事件 将 源 自 鸟 和 猪 的 片段 组 合 在 一 
起 , 另 一 些 重组 事件 再 将 源 自 猪 和 人 的 片段 组 合 起 来 , 然后 从 猪 扩散 传播 到 人 。 
2009 年 , 这 个 病毒 株 在 偶然 传 至 鸟 类 时 又 重组 进 了 另外 两 段 源 自 乌 类 的 片段 , 形 
成 了 在 人 群 中 能 有 效 地 传播 的 病毒 株 。 这 可 能 比较 完整 地 反映 了 原先 只 是 分 别 
在 鸟 类 、 猪 和 人 群 中 传播 的 病毒 株 通 过 基因 组 之 间 的 重组 组 合 促成 了 禽 流 感 在 人 
群 中 的 流行 性 暴发 的 演化 过 程 。 这 个 例子 给 我 们 一 个 深刻 的 启示 , 家畜 和 人 往往 
生活 在 相同 的 环境 ,也 就 派生 出 了 人 、 畜 与 共同 的 寄生 物 之 间 的 复杂 演化 关系 。 

分 子 种 系 发 生 研 究 对 新 流行 传染 病 的 防治 也 有 所 启发 。 新 近 发 展 起 来 专 
门 对 付 HIV 感 染 的 艾滋 病 患 者 的 高 效 抗 逆 病 毒 治疗 (highly active antiretroviral 
therapy, HAART) 技术 就 是 一 个 有 说 服 力 的 例子 。HAART 涉 及 两 种 能 阻 断 逆 病 
毒 复制 酶 活性 的 逆转 录 抑 制剂 , HAART 技 术 建立 的 基础 是 认识 到 对 两 种 药物 都 
有 抗 性 的 病毒 的 逆转 录 酶 基因 携带 了 两 个 或 两 个 以 上 的 突变 , 因而 降低 了 病毒 
的 适应 性 , HAART 完 全 革新 了 艾滋 病 的 治疗 方法 。 此 外 , 利用 组 合 治 疗 丙 型 肝 
炎 病 毒 感染 患者 的 实例 提高 了 我 们 对 付 病毒 抗 药 性 的 认识 , 同时 也 延长 了 新 抗 
生 素 的 有 效 使 用 期 限 。 这 些 成 功 的 例子 都 显示 出 生物 演化 医学 已 经 进入 了 临床 
治疗 领域 。 

6. 癌症 是 个 动态 演化 过 程 人 类 癌症 的 发 病 率 远 高 于 其 他 物种 , 主要 原因 
可 能 是 我 们 的 寿命 随 着 社会 经 济 发 展 而 越 来 越 长 , 由 此 带 来 了 很 长 的 、 几 乎 不 经 
受 自然 选择 的 后 生育 期 。 此 外 ,烟草 乙醇 高 热量 高 脂肪 饮食 、 环 境 污 染 、 避 孕 和 
不 寻常 的 性 行为 等 也 与 癌症 发 病 率 增加 密切 相关 。 

大 约 1 亿 年 前 , 多 细胞 生物 分 化 出 了 以 牺牲 自身 的 繁育 能 力 来 帮助 性 细胞 进 
入 下 一 个 世代 的 体 细 胞 。 体 细胞 又 继续 在 长 期 演化 中 形成 了 多 重 调控 机 制 来 保 
障 其 有 序 生长 分裂 和 分 化 。 癌 细胞 则 突破 层 层 调控 , 尤其 是 在 DNA 出 现 受 损 
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时 , 不 顾 免 疫 系统 传递 的 细胞 凋 亡 信号 继续 增殖 扩张 。 从 体 细胞 遗传 学 观点 看 ， 
每 一 个 恶性 肿瘤 都 有 一 个 独立 的 演化 过 程 ,通过 突变 产生 的 诸多 细胞 克隆 相互 竞 
争 营养 和 生存 空间 。 由 克隆 之 间 的 遗传 异 质 性 驱动 的 自然 选择 有 利于 生长 增殖 
快 和 侵袭 转移 能 力 强 ,并 具有 抗 药 性 的 细胞 演化 为 恶性 肿瘤 。 

研究 显示 在 23 000 个 左右 和 蛋白质 编 码 基因 中 大 约 有 350 个 基因 显示 与 不 同 的 
恶性 肿瘤 有 关联 , 其 中 只 要 7~9 个 基因 发 生 突变 就 能 启动 癌变 。 在 发 育 过 程 中 ,从 
单个 受精 卵 发 育 为 成 体 经 历 10” 次 分 裂 , 体 细胞 突变 率 为 10 ~10%( 基 因 ' 细胞 
分 裂 )。 由 此 推算 , 每 个 成 人 每 个 基因 发 生体 细胞 突变 事件 为 100 万 ~1 000 万 次 ， 
也 就 是 说 人 的 一 生 中 基因 组 每 个 基因 平均 要 发 生 100 万 次 以 上 突变 , 在 发 育 过 程 
中 发 生 突变 越 早 的 细胞 其 突变 子 裔 细胞 群 就 越 大 , 且 有 可 能 积累 更 多 的 突变 。 然 
而 , 由 于 免疫 系统 能 极其 有 效 地 检测 和 杀 死 早期 癌变 细胞 , 才 使 我 们 的 癌症 发 生 
率 维持 在 非常 低 的 水 平 。 

从 演化 角度 看 ,我们 有 必要 思考 免疫 系统 与 原 发 肿瘤 相互 作用 , 及 其 后 续 功 
能 的 演化 起 源 和 利弊 权衡 。 研 究 表明 , 大 多 数 恶 性 肿瘤 就 是 起 源 于 干细胞 的 。 干 
细胞 的 出 现 是 生物 多 细胞 性 演化 进程 中 至 关 重 要 的 一 步 , 保证 了 组 织 和 器 官 的 
分 化 以 及 分 化 状态 的 动态 维持 。 干 细胞 遍布 全 身 , 随 时 替换 受 损 或 老化 被 弃 的 细 
胞 ,细胞 更 新 最 为 频繁 的 是 骨 骨 、 消 化 道上 皮 、 呼 吸 道上 皮 和 皮肤 上 皮 。 干细胞 保 
持 着 多 向 分 化 潜能 , 某 些 胚胎 干细胞 具有 迁移 和 侵 秦 其 他 组 织 的 能 力 。 例 如 , 在 
胚胎 发 育 中 , 侵袭 胎盘 的 胚胎 干细胞 能 侵袭 母体 的 子宫 内 膜 并 租 入 母体 组 织 , 也 
能 移入 其 他 组 织 进而 建立 源 自 胚胎 干细胞 的 新 的 组 织 。 然 而 , 这 种 转移 侵袭 能 力 
在 已 分 化 的 组 织 中 会 受到 抑制 而 处 于 休眠 状态 , 一旦 被 某 些 突变 激活 就 可 能 恢复 
转移 侵袭 能 力 。 仔 细 比 较 分 析 侵 袭 子宫 内 膜 的 细胞 与 进行 迁徙 的 癌 细 胞 , 以 及 那 
些 在 自然 选择 中 胜出 的 癌 细 胞 克隆 的 基因 表达 谱 , 对 阐明 干细胞 特性 和 癌 细 胞 起 
源 的 分 子 基础 有 重要 意义 。 

在 癌 细 胞 基因 测序 基础 上 所 做 的 分 子 发 生 学 研究 可 以 追溯 和 重建 每 一 个 恶 
性 肿瘤 的 发 生 谱系 。 例 如 , 对 患者 负荷 的 胰腺 癌 演 化 历史 的 重建 揭示 , 这 个 肿瘤 
时 在 被 检查 出 来 之 前 1 年 就 开始 启动 癌变 过 程 了 。 实 际 上 , 即使 发 展 很 快 的 肿 
瘤 也 有 一 个 很 长 的 恶变 前 的 独特 发 展 史 , 应 用 癌 细 胞 克隆 的 系统 发 生 研 究 就 有 可 
能 推断 出 涉及 癌 细 胞 发 生 和 转移 进程 的 每 一 个 重要 步骤 的 基因 组 和 蛋白质 组 变 
化 , 据 此 就 易于 建立 早期 检测 和 诊断 的 方法 。 

把 癌变 看 作 是 一 个 由 自然 选择 驱动 上 且 作 用 于 遗传 学 上 蜡 质 的 体 细胞 克隆 的 
演化 进程 的 观点 已 被 学 术 界 广泛 接受 , 其 本 质 是 恶性 程度 较 高 的 细胞 克隆 通过 竞 
争 将 恶性 程度 较 低 的 细胞 克隆 击败 而 扩展 为 恶性 肿瘤 。 从 临床 角度 看 ,不 恰当 的 
化 疗 有 没有 可 能 选择 性 地 清除 恶性 程度 较 低 的 细胞 克隆 , 从 而 加 剧 竞争 , 使 恶性 
程度 高 的 细胞 克隆 进一步 扩展 。 如 果 确 实 这 样 , 限制 化 疗 药物 的 剂量 也 许 会 延 组 
恶性 细胞 克隆 的 大 量 涌现 , 延长 患者 的 生存 期 。 模 式 生物 系统 的 实验 和 大 规模 临 
床 实验 资料 都 提示 高 剂量 化 疗 未 必 是 更 有 效 的 。 

病原 体 与 癌症 发 生 也 是 有 关联 的 , 无 论 外 源 性 还 是 内 源 性 逆 病 毒 都 会 借助 插 
入 宿主 基因 组 或 在 基因 组 内 转 座 , 引起 遗传 变异 和 和 遗传 不 稳定 性 而 增加 癌症 风险 。 
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例如 , 人 乳头 瘤 病毒 (human papilloma virus, HPV) 是 子宫 人 颈 癌 的 诱发 因子 ; 幽门 
螺杆 菌 (Helicobacter pylori) 是 胃癌 的 主要 危险 因子 ; RE MK E (Schistosoma 
haematobium ) 是 膀胱 癌 的 主要 危险 因素 ; 中 华 肝 吸虫 (Clonorchis sinensis ) 和 泰国 
RFK ( Opisthorchis viverrini) 是 肝癌 的 危险 因子 ; 慢性 炎症 引起 癌症 的 机 制 可 能 
涉及 诱 变性 质子 (mutagenetic proton) 和 活性 氮 (reactive nitrogen)。 有 些 寄生 虫 可 
能 会 对 检测 和 杀 灭 早期 癌 细 胞 克隆 的 免疫 系统 的 功能 进行 干扰 。 病 原 体 诱发 的 
炎症 , 特别 是 慢性 炎症 也 被 认为 是 心血 管 疾病 的 诱发 因素 , 如 在 动脉 新 样 硬化 斑 
块 中 有 时 会 发 现 肺炎 衣原体 (Chliamydia pneumoniae), 目前 尚 不 能 确定 肺炎 衣 原 
体感 染 引起 的 慢性 炎症 与 动脉 粥 样 硬化 直接 相关 。 病 原 体 与 癌症 等 有 恶变 潜能 
的 疾病 的 关联 有 可 能 成 为 演化 医学 的 新 课题 。 

肿瘤 对 化 疗 药物 的 抗 性 与 病原 菌 对 抗生素 抗 性 产生 的 机 制 是 相似 的 。 药 物 
长 时 期 、 大 剂量 地 使 用 选择 了 肿瘤 或 病原 体 的 抗 性 。 多 种 细菌 抗 性 基因 的 演化 起 
源 很 早 ,范围 极 广 , 且 发 展 出 水 平 传播 机 制 ,并 快速 应 用 于 各 种 病原 菌 群体 。 癌 细 
胞 的 许多 性 质 还 与 干细胞 十 分 相像 ,这 些 基 于 别 的 目的 而 长 期 演化 的 特性 已 经 充 
分 发 展 ,一旦 发 生 基因 表达 异常 的 突变 , 就 会 启动 癌变 进程 。 已 有 实验 观察 提示 
大 剂量 、 冲 击 性 的 化 疗 会 很 快 选择 出 癌 细 胞 的 抗 性 克隆 ,缩短 患者 的 寿命 ,这 一 点 
是 非常 值得 临床 医生 关注 的 。 最 近 关 于 有 转移 倾向 的 乳腺 瘤 的 化 疗 和 人 乳头 瘤 
病毒 引起 的 头颈 部 肿瘤 的 放射 治疗 的 剂量 下 调 临 床 研 究 已 经 引起 广泛 的 关注 。 

7. 有 关 衰 老 的 思考 ”有 关 人 类 生活 史 的 演化 观点 正在 改变 我 们 对 衰老 的 看 
法 。 虽 然 衰老 是 不 可 避免 的 ,但 人 生存 时 间 的 长 度 并 不 是 固定 的 , 世界 各 国 的 人 
群 期 望 寿命 都 从 20 世 纪 初 的 40 岁 左右 提高 到 现在 的 80 岁 左右 , 这 是 改善 营养 、 
控制 传染 病 、 从 一 出 生 就 开始 享受 较 好 的 医疗 服务 等 社会 进步 因素 带 给 我 们 这 一 
代 人 的 ,这 些 都 是 我 们 的 祖父 辈 和 父辈 都 没有 享受 过 的 。 

衰老 过 程 涉及 一 系列 基因 功能 的 衰减 ,如 基因 表达 水 平 下 降 、 对 环境 反应 速 
度 变 慢 等 。 应 用 演化 生物 学 观点 来 曾 明 衰老 和 死亡 的 本 质 是 演化 医学 的 一 个 重 
要 成 就 。 它 包括 两 个 方面 : 一 是 选择 的 压力 会 随 着 年 龄 的 增加 而 逐渐 下 降 ; 二 
是 任何 足以 改善 早期 生命 阶段 生育 能 力 的 突变 , 即使 可 能 增加 生命 后 期 死亡 风 
险 也 将 会 在 演化 进程 中 被 选择 。 这 类 由 单一 基因 在 生命 早期 和 生命 晚期 制约 多 
种 不 同性 状 , 且 在 生命 早期 和 晚期 相伴 表达 而 又 利弊 相悖 的 遗传 性 状 称 为 反 向 
多 效 性 状 (antagonistic pleiotropy ) , 这 也 是 提高 生育 会 缩短 寿命 的 主要 遗传 学 原 
Al, 是 自然 界 中 生物 体 对 生育 与 生存 的 利 闵 权 衡 , 即 为 生育 而 付出 生存 的 代价 ， 
或 者 说 以 体质 为 代价 来 优化 种 质 。 在 模式 生物 中 已 经 发 现 了 许多 反 向 多 效 性 
状 , 在 人 类 中 最 突出 的 例子 是 为 了 提高 年 轻 时 期 的 生育 能 力 而 增加 晚年 的 癌症 
风险 , 从 演化 观点 看 , 对 病原 体感 染 的 高 度 敏感 , 多 器 官 的 退行 性 病变 和 癌症 高 
发 等 种 种 衰老 迹象 , 只 是 对 年 轻生 物体 成 功 繁育 选择 的 一 系列 副产品 。 还 有 一 
个 非常 值得 注意 的 现象 , 即 老年 时 功能 减弱 相关 的 基因 群 很 可 能 是 儿科 中 常见 
的 因 基 因 结 构 异 常 导 致 疾病 的 基因 群 , 而 这 个 基因 群 往往 直接 或 间接 与 青 壮年 
时 期 的 生育 能 力 相关 联 。 

总 之 , 演化 医学 给 我 们 带 来 了 许多 全 新 的 科学 理念 。 从 演化 的 观点 看 来 , 体 
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内 的 寄生 虫 和 细菌 能 保护 我 们 免 受 自体 免疫 性 疾病 的 痛苦 ; 慢性 感染 引起 的 炎 
症 会 增加 心脏 病 和 癌症 的 风险 ; 癌症 是 自然 选择 作用 于 遗传 异 质 性 克隆 所 驱动 
的 演化 过 程 ; 绝经 期 的 演化 延长 了 人 的 寿命 ; 母子 关系 和 父母 关系 在 演化 中 的 利 
益 持 抗 和 冲突 涉及 亲 代 基因 印迹 的 差异 性 表达 ; 新 发 生 传染 病 病原 体 的 分 子 演 
化 谱 可 帮助 我 们 查 清 其 在 不 同 物种 间 交 叉 传 播 过 程 中 的 遗传 重组 事件 , 等 等 。 将 
演化 生物 学 与 细胞 生物 学 、 分 子 生 物 学 结合 起 来 就 可 能 形成 学 科 间 交叉 研究 领 
域 ,产生 新 的 综合 性 科学 认 知 ,会 推进 医学 基础 研究 和 临床 实践 的 发 展 ,更 有 效 地 
减轻 病痛 和 挽救 生命 。 演 化 观点 还 提示 , 尽管 模式 生物 研究 对 理解 人 类 的 生命 过 
程 和 疾病 发 生 极为 重要 ,尤其 是 涉及 世代 交替 的 实验 研究 ,往往 会 选择 模式 生物 ， 
但 在 某 些 特定 条 件 下 , 我 们 却 不 得 不 跨 过 模式 生物 直接 研究 人 类 自身 , 更 何况 在 
人 类 中 积累 的 解剖 学 、 生 理学 、 病 理学 、 基 因 组 等 资料 之 丰富 详尽 是 任何 模式 生物 
无 法 比拟 的 ,或 者 说 人 类 自身 的 表 型 资料 是 最 为 完整 的 。 


9.2.3” 表 观 遗 传 修饰 与 演化 医学 思 

表 观 遗传 学 的 英文 是 epigenetics, 这 个 词 最 初 是 用 来 描述 从 受精 卵 发 育成 为 
成 熟 个 体 的 胚胎 发 育 过 程 的 , 当时 人 们 对 这 个 过 程 的 认识 非常 有 限 。 从 学 科 发 展 
历史 来 看 , 表 观 遗传 的 研究 与 生物 演化 和 个 体 发 育 的 研究 密切 相关 , 随 着 我 们 对 
真 核 生 物 基因 表达 的 分 子 机 制 知识 的 不 断 积累 , 表 观 遗传 的 含义 发 生 了 极为 深刻 
的 变化 。 现 在 我 们 不 仅 了 解 了 生物 机 体 的 每 一 个 细胞 都 具有 相同 的 DNA, 还 对 
基因 表达 的 机 制 有 了 相对 深入 的 认识 。 如 今 , 表 观 遗传 已 经 成 为 一 个 专 有 和 名词， 
专门 用 来 表述 某 些 不 涉及 DNA 中 的 核 苷 酸 序列 改变 , 却 与 DNA 的 化 学 修饰 ,或 
与 结合 于 DNA 的 结构 蛋白 或 调节 蛋白 修饰 相关 的 基因 表达 模式 相关 联 的 遗传 现 
象 。 或 者 说 , 表 观 遗传 学 是 专门 研究 不 涉及 DNA 序 列 变化 , 却 能 通过 有 丝 分 裂 或 
(和 ) 减 数 分 裂 复 制 传递 的 基因 功能 表达 模式 的 建立 与 维持 机 制 的 遗传 学 分 支 学 
科 。 表 观 遗 传 机 制 在 胚胎 发 育 早 期 的 作用 似乎 又 与 epigenetics 最 原始 的 含义 有 
了 内 在 关联 ,这 表明 遗传 问题 的 阐明 为 思考 胚胎 学 问题 创造 了 必要 的 前 提 条 件 ， 
从 传统 的 胚胎 学 发 展 为 发 育 生物 学 的 标志 就 是 涉及 发 育 和 分 化 的 基因 表达 调控 
机 制 的 前 明 。 璧 如 同 源 异形 基因 (homeotic gene ) 组 成 的 同 源 框 基 因 簇 (Hox gene 
cluster) 的 分 子 发 育 遗 传 学 研究 提示 , Hox 基因 在 胚胎 发 育 过 程 中 能 调控 其 他 基因 
的 时 空 表 达 , 几乎 在 所 有 动物 的 发 育 过 程 中 都 控制 着 身体 各 部 分 形成 的 位 置 , 包 
括 确定 动物 身体 轴 向 器 官 的 分 布 .分 节 、 肢 体形 成 等 ,因而 在 主要 生物 群 的 产生 与 
生物 多 样 性 起 源 中 扮演 着 类 似 总 设计 师 或 “万 能 开关 ”的 角色 。 它 将 机 体 发 育 的 
空间 特异 性 展开 为 身体 前 后 轴 上 不 同 部 位 的 结构 细节 , 进而 影响 细胞 的 分 化 , 保 
证 了 生物 体 在 正常 的 位 置 发 育 出 正常 形态 的 躯干 肢体、 头颅 等 器 官 。 如 果 Ror 
基因 发 生 突变 , 便 会 导致 胚胎 发 育 的 错位 或 基因 的 异 位 表达 , 产生 同 源 异 形 现象 
(homeosis), 使 动物 某 一 体 节 或 部 位 的 器 官 变 化 成 为 别 的 体 节 或 其 他 部 位 的 器 
官 。 在 整个 分 化 发 育 过 程 中 基因 表达 模式 的 表 观 遗传 修饰 的 建立 和 维持 起 着 特 
别 关键 的 作用 。 

早 在 20 世 纪 30 年 代 , 摩尔 根 实验 室 的 马 勒 就 曾经 发 现 果 蝇 的 某 些 基因 可 以 
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因为 从 常 染色 质 区 域 易 位 到 异 染 色 质 区 域 ,或 者 反 过 来 从 异 染 色 质 区 域 易 位 到 常 
染色 质 区 域 ,就 可 能 会 显著 改变 其 表达 的 性 状 。 他 把 这 种 不 涉及 基因 突变 的 性 状 
改变 称 为 基因 表达 的 位 置 效 应 (position effects)。 马 勒 等 的 研究 , 特别 是 麦克 林 
托 克 在 玉米 转 座 因 子 的 大 量 研究 , 提示 基因 的 表达 会 受到 它 在 染色 体 上 所 处 位 置 
的 影响 , 基因 在 功能 表达 上 并 不 是 绝对 独立 的 。20 世 纪 80 年 代 观 察 到 抗体 的 多 
样 性 涉及 体 细 胞 谱系 的 DNA 重 排 , 这 在 某 种 意义 上 也 是 一 种 表 观 遗传 事件 , 它 与 
马 勒 观察 到 的 位 置 效 应 导致 的 基因 表达 变化 的 本 质 有 一 定 的 共性 。 

然而 ,大 量 的 表 观 遗传 研究 并 不 涉及 DNA 片段 的 结构 重 排 , 而 是 聚焦 于 碱 基 
的 修饰 和 在 细胞 核 内 与 DNA 形 成 复合 物 的 蛋白 质 。 壁 如 ,20 世纪 60 年 代 初 发 现 
的 和 染色体 失 活 是 早期 发 现 的 不 涉及 DNA 序 列 改 变 , 但 却 能 以 克隆 形式 在 体 细 
胞 谱系 中 遗传 的 表 观 遗传 机 制 。70 年 代 中 期 起 , 相继 发 现 了 DNA 甲 基 化 修饰 现 
象 , 甲 基 化 的 建立 和 在 DNA 复制 中 的 维持 机 制 , 甲 基 化 的 去 除 机 制 , 以 及 相关 的 
一 系列 酶 系 。 还 发 现 了 Igf2/H19 等 位 点 的 表 观 遗传 调控 模式 。 

学 者 们 还 认识 到 真 核 细 胞 核 中 与 DNA 相互 结合 的 蛋白 质 , 尤其 是 组 蛋白 可 
能 与 DNA 修饰 有 关联 。1964 年 ,有 人 发 现 组 蛋白 的 乙酰 化 可 能 与 基因 活化 相关 ， 
此 后 又 发 现 了 甲 基 化 、 碰 酸化 和 泛酸 化 等 组 蛋白 修饰 形式 。1974 年 ,科恩 伯 格 和 
托马斯 (J. O. Thomas) 发 现 构 成 染色 质 的 基本 亚 单 位 是 核 小 体 ( 参 见 第 4 章 ), 研 
究 又 证 实 组 蛋白 的 氨基 端 尾部 从 DNA- 和 蛋白 质 组 成 的 八 聚 体 核心 回 外 伸 出 , 因此 
很 容易 经 特定 酶 系 的 催化 而 被 修饰 。20 世 纪 80 年 代 , 格林 施 泰 因 (M. Grunstein) 
等 的 研究 提示 组 蛋白 的 氨基 端 尾部 在 基因 转录 激活 或 抑制 , 以 及 染色 质 沉 默 结构 
形成 的 调控 机 制 中 起 着 至 关 重 要 的 作用 。 此 后 10 来 年 是 发 现 和 重新 评价 组 蛋白 
修饰 作用 的 重要 时 期 ,许多 有 关 组 蛋白 修饰 的 重要 分 子 元 件 和 结构 组 合 , 如 组 蛋 
白 修饰 和 核 小 体重 塑 复合 物 , 以 及 与 此 相关 的 酶 系 大 多 是 在 这 个 阶段 发 现 或 被 证 
实 的 。 值 得 注意 的 是 某 些 非 编 码 RNA 也 可 以 像 蛋白 质 那样 被 招募 到 修饰 或 重 塑 
组 蛋白 的 特定 位 置 。 与 DNA 的 甲 基 化 修饰 不 同 , 我 们 至 今 尚 不 十 分 清楚 这 类 与 
基因 激活 的 组 蛋白 修饰 相关 的 表 观 遗传 信息 如 何在 细胞 分 裂 过 程 中 传递 下 去 的 。 
但 确实 有 些 研 究 提示 经 过 修饰 的 组 蛋白 能 以 其 特有 的 方式 招募 蛋白 质 , 并 影响 染 
色 质 局 部 的 结构 与 功能 。 如 组 蛋白 H3 第 9 位 赖 氨 酸 (H3K9 ) 的 甲 基 化 后 可 招募 
异 染 色 质 蛋白 HP1, 进而 HP1 又 能 招募 负责 甲 基 化 的 酶 (如 Suv39H1), 从 而 导致 
染色 质 的 沉默 状态 沿 着 该 区 段 延 伸 扩 展 。 图 9-7a 是 组 蛋白 的 表 观 遗传 标记 在 染 
色 体 复制 过 程 扩展 延伸 的 一 种 可 能 模式 的 示意 图 。 图 中 显示 经 H3K9 甲 基 化 修 
饰 的 组 蛋白 尾部 M 与 该 种 修饰 的 特异 性 结合 蛋白 B 相 互 作用 , 蛋白 B 还 能 结合 特 
异性 催化 酶 W, 而 W 能 对 邻接 的 核 小 体 进行 同样 的 组 蛋白 修饰 。 这 样 , 组 蛋白 的 
表 观 遗传 标记 就 能 逐步 向 前 延伸 , 直到 界定 异 染色 质 和 常 染色 质 边界 的 屏障 因子 
的 出 现 。 有 人 将 这 套 机 制 用 来 解释 细胞 分 裂 周 期 中 传递 和 维持 该 区 段 特 定 的 组 
蛋白 表 观 遗传 修饰 模式 的 可 能 机 制 (图 9-7b )。 

与 DNA 甲 基 化 一 样 ,组 蛋白 修饰 除了 在 细胞 分 裂 过 程 中 维持 已 经 建立 的 表 
观 遗 传 修饰 状态 的 机 制 外 , 还 必须 考虑 从 头 修饰 问题 , 即 从 无 到 有 地 建立 特异 性 
组 蛋白 修饰 的 机 制 。2011 年 , 沃 斯 (T. C. Voss) 等 报道 转录 因子 糖 皮质 激素 受 体 
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(a) 表 观 遗传 标记 的 扩展 延伸 





钝 化 的 染色 质 活化 的 染色 质 
染色 体 复制 中 表 观 遗传 标记 的 扩展 延伸 
(b) 





9-7” 表 观 遗 传 标记 在 染色 体 复制 过 程 中 的 扩展 延伸 机 制 的 可 能 模式 ( 改 自 G. Felsenfeld) 


(a) 异 染色 质 区 组 蛋白 H3K9 甲 基 化 修饰 扩展 延伸 的 一 般 模 式 , 被 修饰 的 组 蛋白 尾 M 与 该 
修饰 特异 性 结合 蛋白 B 相 互 作用 ,蛋白 B 同 时 具有 与 一 种 能 对 邻接 的 核 小 体 ( 图 中 呈 灰 色 ) 进行 
同样 的 组 蛋白 修饰 特异 性 催化 的 酶 W 的 结合 位 点 。 这 样 ,组 蛋白 的 表 观 遗传 标记 就 能 逐步 向 前 
延伸 , 直到 界定 异 染色 质 和 常 染色 质 边 界 的 屏障 因子 的 出 现 ;(b) 在 染色 体 复 制 过 程 中 维持 组 蛋 
白 修饰 的 可 能 机 制 。 随 着 DNA 的 复制 , 新 参 人 的 核 小 体 ( 图 中 呈 黄 色 ) 夹 在 亲 代 核 小 体 (图 中 
呈 灰 色 ) 之 间 , 亲 代 核 小 体 上 已 被 修饰 的 组 蛋白 尾 M 就 会 与 蛋白 B 结 合 ,B 再 与 W 相 互 作 用 , 然 
后 W 借 助 邻接 的 子 代 核 小 体 来 催化 组 蛋白 尾 上 同样 的 甲 基 化 修饰 


(glucocorticoid receptor, GR) 作为 最 初 参与 染色 质 表 观 遗 传 修饰 的 先行 分 子 , 可 
能 参与 将 结构 紧密 的 染色 质 松弛 打开 的 启动 过 程 , 然后 将 具有 DNA 激 活 的 ATP 
酶 活性 的 染色 质 重 塑 复合 物 Swi/Snf 招 募 至 它 介 入 的 染色 质 位 点 。 在 ATP 存 在 
时 , Swi/Snf 复 合 物 能 降低 核 小 体 中 DNA 和 组 蛋白 之 间 相 互 作用 的 稳定 性 , 其 表 
现 为 该 区 段 染 色 质 对 DNA1 酶 的 水 解 高 度 敏感 。 在 染色 质 重 塑 的 松弛 阶段 , GR 
存在 时 间 非 常 短 , 一旦 GR 离开 , ER pBox 复 合 物 就 进入 该 区 段 ,将 染色 质 重 塑 过 
程 持 续 下 去 (图 9-8)。 

最 近 , 对 单 细胞 真 核 生物 裂 殖 酵母 (Schizosaccharomyces pombe) 中 染色 质 沉 
默 机 制 的 研究 , 为 我 们 提供 了 有 关 染 色 质 沉默 结构 建立 机 制 的 新 的 实验 证 据 。 裂 
殖 酵 母 决定 交配 型 的 基因 位 点 和 中 心 粒 序列 的 异 染 色 质 化 过 程 涉及 多 种 RNA 转 
录 产 物 , 特别 是 重复 序列 转录 产物 的 生成 , 这 些 转录 产物 经 过 核酸 内 切 酶 Dicer、 
阿 格 诺 蛋 白 和 依赖 RNA 的 RNA 多 聚 酶 的 作用 被 加 工 成 一 系列 小 RNA 分 子 。 这 
些小 RNA 随即 被 招募 至 与 它们 同 源 的 DNA 位 点 ,并 形成 与 相关 酶 结合 在 一 起 的 
复合 物 ,再 招募 能 传递 沉默 状态 的 组 蛋白 修饰 复合 物 , 逐步 启动 异 染 色 质 形成 过 
程 。 我 们 已 经 知道 生物 体能 行使 多 种 表 观 遗传 机 制 , 如 等 位 基因 特异 性 修饰 、X 
染色 体 的 随机 失 活 和 许多 印迹 位 点 的 等 位 基因 特异 性 表达 等 。 表 观 遗 传 修饰 还 
与 排列 于 同一 个 染色 体 的 免疫 球 蛋 白 基 因 的 重 排 导 致 抗体 表达 的 选择 性 抑制 有 
关联 。 此 外 , 研究 还 表明 多 梳 蛋 白 基 因 负 责 建立 能 在 随后 的 细胞 分 裂 中 得 以 维持 
的 染色 质 沉默 结构 域 ( 参 见 第 5 章 有 关内 容 )。 

表 观 遗传 变化 还 与 植物 中 副 突变 (paramnutation ) 的 产生 有 关 , 副 突变 让 一 
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因子 B 进 入 核 小 体 通过 结构 或 
位 置 的 改变 使 其 重 塑 并 打开 
第 二 会 子 B 的 结合 的 时 间 窗 nf? 
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区 域内 核 小 体 结构 
可 在 多 种 状态 间 变 换 
图 9-8 组 蛋白 表 观 遗传 修饰 起 始 的 可 能 机 制 示意 ( 改 自 T.C. Voss 等 ) 


(a) 转录 因子 糖 皮质 激素 受 体 (GR ) 作为 修饰 的 先行 分 子 可 能 参与 将 结构 紧密 的 染色 质 打 开 过 程 , 结构 紧密 的 染 
色 质 对 DNA1 酶 的 水 解 是 不 敏感 的 , 而 GR 能 在 介入 位 点 招募 染色 质 重 塑 复 合 物 Swi/Snf, € h SWIK SNF ÆA (SWIL, 
SWI2/SNF2、SWI3、SWI5、SW16) 的 编码 产物 和 若干 其 他 多 肽 组 成 ,具有 DNA 激 活 的 ATP 酶 活性 ,在 ATP 存 在 的 条 件 下 ， 
能 降低 核 小 体 中 DNA 和 组 蛋白 之 间 相 互 作用 的 稳定 性 , 致使 该 区 段 染 色 质 对 DNA1 酶 的 水 解 高 度 敏 感 。 染 色 质 重 塑 的 
松弛 阶段 GR 存 在 时 间 很 短 ,GR 离 开 后 ER pBox 复 合 物 就 进入 该 区 段 , 继续 染色 质 重 塑 的 下 一 个 步骤 ;(b) 转录 因子 参与 
核 小 体 结构 重 塑 起 始 的 理论 假设 示意 


个 等 位 基因 引起 可 遗传 变异 , 使 之 表达 同 源 等 位 基因 的 形状 。 雷 索 尔 查 根 (M. 
Rassoulzadegan ) 在 2006 年 证 实 这 是 一 种 能 通过 减 数 分 裂 和 有 丝 分 裂 遗 传 的 
表 观 遗传 状态 。 此 外 , 研究 已 经 表明 , 从 果 蝇 一 直到 人 , 中 心 粒 的 凝聚 染色 质 
(condensed chromatin ) 特征 性 结构 是 通过 中 心 粒 关联 的 蛋白 质 而 不 是 DNA 来 传 
递 的 。 在 这 一 系列 例子 中 , 由 于 DNA 甲 基 化 、 组 蛋白 修饰 或 组 蛋白 变异 体 的 介 
入 ,尽管 DNA 序 列 始终 完整 不 变 , 但 它 的 表达 能 力 是 受到 制约 的 。X 染 色 体 不 仅 
是 最 早 显示 DNA 甲 基 化 在 表 观 遗传 信号 传递 的 实例 , 实际 上 它 也 是 多 种 机 制 整 
合 起 来 共同 负责 表 观 遗传 调控 的 最 好 例证 。 最 近 的 研究 表明 , DNA 甲 基 化 、 特 定 
的 沉默 组 蛋白 修饰 、 多 梳 蛋 白 群 、 非 编码 RNA 和 组 蛋白 变异 体 都 参与 了 X 染 色 体 
的 沉默 失 活 状态 的 建立 , 及 其 在 细胞 分 裂 过 程 中 的 传递 。 这 一 类 由 非 DNA 编码 
的 表 观 遗传 信息 的 传递 机 制 , 及 其 在 从 受精 卵 发 育成 个 体 整 个 胚胎 发 育 过 程 中 的 
作用 已 经 受到 高 度 关注 。 如 今 我 们 对 发 育 过 程 的 知识 已 经 大 大 增加 ,特别 是 有 关 
胚胎 干细胞 的 研究 表明 少数 几 个 关键 性 转录 因子 的 表达 就 能 建立 起 自我 稳定 的 
发 育 多 能 状态 ,并 能 以 表 观 遗传 机 制 通过 细胞 分 裂 传递 下 去 。 然 而 , 这 种 状态 也 
可 能 发 生 扰 动 , 导致 细胞 维持 不 一 样 的 表 观 遗传 表达 模式 , 即 按照 不 同 的 分 化 途 
径 分 化 成 不 同 的 细胞 类 型 。 借 助 精细 的 实验 操作 也 能 使 已 经 分 化 的 体 细胞 重 编 
程 成 为 多 能 细胞 。 

从 马 勤 发 现 果 蝇 的 某 些 基因 表达 的 位 置 效应 到 麦克 林 托 克 发 现 转 座 因子 对 
基因 表达 的 调控 作用 , 再 到 近 30 年 来 大 量 有 关 基 因 功 能 表达 调控 的 实验 研究 ,我 
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们 对 表 观 遗传 的 研究 已 经 深入 到 在 分 子 水 平 上 分 析 从 多 能 干细胞 一 直到 个 体 的 
分 化 状态 的 整个 进程 , 由 此 了 解 到 表 观 遗传 机 制 实际 上 调控 了 复杂 机 体 相当 大 一 
部 分 表 型 。 

演化 医学 理念 的 男 一 个 重要 来 源 是 对 人 体内 细胞 群体 广泛 存在 的 表 观 遗传 
差异 的 认识 ,个 体内 细胞 群体 之 间 存 在 着 遗传 变异 或 表 观 遗传 修饰 差异 是 将 动态 
演化 的 思考 引入 医学 的 基础 。 细 胞 群体 中 丰富 的 遗传 和 表 观 遗传 变异 使 选择 更 
加 有 效 ,细胞 群体 更 新 世代 短 则 使 选择 更 加 迅速 ,这 两 点 有 着 重要 的 临床 意义 ,也 
为 具有 医学 或 药学 意义 的 临床 干预 提供 了 可 能 性 。 

我 们 已 经 从 演化 医学 角度 把 癌症 过 程 表述 为 由 自然 选择 驱动 的 若干 存在 遗 
传 异 质 性 差异 的 癌 细 胞 克隆 之 间 的 竞争 ,还 有 一 件 必 须 思考 的 问题 是 在 表 观 遗传 
修饰 上 异 质 的 细胞 克隆 之 间 的 竞争 ,这 也 许 比 遗 传 学 上 异 质 的 细胞 克隆 之 间 的 竞 
争 更 具有 潜在 的 临床 意义 。 在 基因 组 结构 一 致 的 前 提 下 , 表 观 遗传 修饰 的 模式 直 
接 决定 了 细胞 的 基因 表达 谱 , 即 RNA 转 录 谱 和 蛋白质 表达 谱 , 其 中 还 包括 大 量 非 
编码 RNA 转录 谱 , 由 此 决定 了 细胞 及 其 生化 水 平 的 表 型 。 这 表明 即使 细胞 的 基 
因 序 列 没 有 发 生 改 变 , 在 不 产生 新 突变 的 情况 下 , 表 观 遗传 修饰 也 可 能 扩大 细胞 
群体 之 间 的 表 型 差异 。 表 观 遗 传 修饰 上 异 质 性 为 自然 选择 和 治疗 过 程 中 的 药物 
选择 提供 了 表 型 上 有 差异 的 异 质 细胞 克隆 群体 。 可 以 说 医生 在 治疗 进程 中 会 不 
断面 临 新 的 癌 细 胞 群体 。 此 外 , 表 观 遗传 修饰 模式 的 变化 比 基 因 组 的 结构 突变 更 
普遍 、 更 有 弹性 , 可 以 设想 它 对 选择 方向 或 强度 也 许 有 更 大 的 影响 力 。 如 果 选 择 
因子 作用 强度 足够 大 , 加 上 癌 细 胞 增殖 速度 足够 快 , 癌 细 胞 通过 群体 更 新 就 可 能 
形成 在 选择 条 件 下 增殖 更 快 的 新 群体 来 持 抗 选择 因子 ,这 也 许 就 是 生物 演化 造成 
抗 癌 药 物 的 有 效 治 疗 期 日 益 趋 短 的 原因 。 

关于 表 观 遗传 修饰 和 演化 医学 关系 的 另 一 个 重要 问题 是 父母 之 间 和 亲子 之 
间 在 母体 环境 内 的 持 抗 ,以 及 亲 代 印迹 基因 在 持续 持 抗 中 的 作用 。 

早 在 1964 年 , 汉密尔顿 (W. Hamilton ) 就 用 亲族 选择 (kin selection) 概念 来 
解释 双亲 之 间 的 持 抗 。 他 认为 通过 对 亲族 成 员 的 行为 的 影响 来 选择 会 增加 家 族 
在 下 一 个 世代 中 的 代表 性 的 基因 ,演化 将 趋向 于 某 种 通过 亲族 获得 的 利益 能 延 
展 至 特定 个 体 适 应 值 的 增加 的 行为 。1974 年 , 特 里 费 斯 (R. Trivers) 提出 亲族 选 
择 意味 着 双亲 可 能 陷入 在 双亲 环境 下 与 子女 的 持 抗 。 对 于 有 性 生殖 的 二 倍 体 物 
种 而 言 , 母亲 与 她 的 每 一 个 子女 有 50% 的 遗传 关联 , 而 孩子 与 自身 的 遗传 关联 是 
100%, 与 同胞 兄弟 姐妹 的 遗传 关联 度 是 50% , 与 半 同 胞 兄弟 姐妹 的 遗传 关联 度 是 
25%。 因 此 选择 会 有 利于 通过 消耗 母亲 对 同胞 兄弟 姐妹 和 半 同 胞 兄弟 姐妹 的 投 
入 来 增加 母亲 对 自身 的 投入 ,最 终 达 到 以 自身 和 亲族 生育 为 指标 的 自身 最 大 适应 
值 。 特 里 费 斯 颠覆 了 母子 利益 相 融 一 致 的 传统 观点 。 有 人 根据 特 里 费 斯 的 母子 
持 抗 观点 提出 ,先兆 子 闯 和 妊娠 期 高 糖 血 症 这 两 种 妊娠 期 常见 疾病 就 是 胎儿 操控 
母亲 的 资源 来 提高 自身 生长 速率 的 结果 。 

20 世 纪 90 年 代 起 穆 尔 (T. Moore) 和 艾格 (D. Haig) 等 学 者 开始 认识 到 ， 
父母 双方 为 了 争取 对 胎儿 有 更 大 的 影响 而 在 母体 环境 中 相互 持 抗 , 是 借助 双 
亲 基 因 的 差异 性 印迹 来 进行 的 , 父母 双方 的 基因 印迹 在 胎盘 和 胎儿 中 呈现 不 
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同 的 表达 水 平 。 在 针对 遗传 工程 小 鼠 的 基因 印迹 自然 模式 表达 的 操控 实验 
中 , 若 阻 断 父 源 基因 印迹 而 让 有 利于 母亲 的 基因 表达 , 婴儿 出 生 时 体重 会 减轻 
10%; 反 过 来 若 阻 断 母 源 基 因 印 迹 而 让 有 利于 父亲 的 基因 表达 , 婴儿 出 生 时 体 
重 会 有 10% 的 增加 。 这 表明 在 自然 状态 下 , 母 源 沉默 基因 反映 的 是 父亲 的 利 
益 ,而 父 源 沉默 基因 反映 的 是 母亲 的 利益 ,来 源 于 双亲 的 基因 印迹 平衡 了 双亲 
的 利益 , 双方 持 抗 的 平衡 点 是 同时 达到 母子 健康 状态 , 并 往往 使 婴儿 出 生 时 体 
重 处 于 中 等 水 平 。 

在 第 5 章 8$ 5.3 节 我 们 讨论 了 人 的 一 个 父 源 或 母 源 印迹 模式 完全 不 同 的 染色 
体 印迹 区 15q11-q13, 该 区 段 的 父 源 缺 失 会 导致 普 拉 德 - 威 利 综合 征 (Prader-Willi 
syndrome), 而 该 区 段 的 母 源 缺 失 会 导致 安 格 尔 曼 综 合 征 (Angelman syndrome), 
这 就 进一步 提示 父母 间 的 利益 持 抗 超越 了 妊娠 期 对 母体 资源 的 争夺 , 绕 过 了 出 生 
后 的 哺乳 期 ,一 直 延 伸 至 儿童 阶段 。 近 年 来 有 关 模 式 动物 和 人 体 的 研究 还 提示 这 
种 持 抗 的 失衡 与 多 种 疾病 有 关 , 其 中 包括 阿尔 茨 海 默 病 、 基 底细 胞 癌 、 乳 腺 癌 、 糖 
尿 病 、 肥 胖 症 和 酒精 中 毒 等 。 

毫 无 疑问 演化 医学 的 思考 不 能 被 分 子 医 学 \、 细 胞 生物 学 或 发 育 生物 学 所 取 
代 , 演化 的 观点 必须 与 已 有 的 学 科 结 合 在 一 起 , 才 会 有 助 于 减轻 患者 的 痛苦 , HK 
救 更 多 生命 ,提高 更 多 病 患 的 生活 质量 。 我 们 还 可 以 把 视野 扩展 到 人 类 社会 的 健 
康 管理 , 健康 管理 的 核心 问题 是 如 何平 衡 个 体 的 眼前 利益 和 群体 的 长 远 利益 。 例 
如 ,一 个 人 可 能 因为 很 小 的 风险 而 选择 不 接种 疫苗 ,但 要 是 许多 人 都 这 样 的 话 , 他 
们 的 选择 就 会 削弱 整个 人 群 的 免疫 力 , 并 升 高 每 一 个 未 接种 疫苗 的 人 的 感染 风 
险 。 麻 疹 的 重新 流行 正 是 这 样 的 例证 。 又 如 ,一 个 人 可 能 在 并 不 必要 的 情况 下 选 
用 了 抗生素 治疗 ,但 要 是 许多 人 都 这 样 的 话 , 他 们 的 选择 会 促进 病原 菌 演 化 出 对 
抗生素 的 抗 性 , 并 升 高 每 一 个 被 这 种 病原 菌 感染 的 人 的 死亡 风险 。 再 如 , 一 个 医 
生 只 是 为 了 怕 担 误诊 的 风险 而 采用 某 种 没有 足够 根据 且 又 昂贵 的 诊断 或 治疗 程 
序 , 但 要 是 许多 医生 都 这 样 做 的 话 , 每 个 人 的 医疗 保险 费用 就 会 增加 。 有 人 因此 
选择 不 买 医疗 保险 而 依赖 看 急诊 , 但 要 是 许多 人 都 这 样 的 话 , 那么 整个 社会 就 可 
能 不 堪 重 负 。 这 些 例子 反映 我 们 的 公共 政策 还 没有 从 演化 的 观点 充分 考虑 整个 
人 群 的 长 远 利 益 , 而 这 正 是 健康 管理 的 重要 思路 。 目 前 , 我们 仍然 处 在 许多 新 的 
研究 和 改革 思路 的 交叉 口 , 所 以 很 难 评估 演化 的 观点 和 思考 对 医学 的 全 部 意义 ， 
但 我 们 已 经 看 清 它 的 潜能 是 无 限 的 。 


§ 9.3 ”基因 组 人 工 修饰 的 伦理 问题 


本 节 将 讨论 有 关 遗 传 病 的 基因 治疗 、 灵 长 类 哺乳 动物 的 转基因 研究 和 正在 迅 
速 发 展 的 合成 生物 学 (synthetic biology ) 等 基因 组 人 工 修饰 和 工程 化 改造 研究 可 
能 涉及 的 伦理 ,社会 和 法 律 问题 。 

20 世 纪 是 科学 发 展 和 技术 进步 最 快 的 时 期 。 然 而 , 随 着 核 技 术 、 化 工 技术 、 
生物 技术 和 信息 技术 等 高 新 技术 的 广泛 应 用 , 人 们 越 来 越 清 楚 地 看 到 技术 的 变化 
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会 给 我 们 的 社会 、 我 们 的 环境 , 其 至 我 们 自身 带 来 意 想 不 到 的 负面 影响 。 德 国 哲 
学 家 乔 纳 斯 (H. Jonas) 早 在 20 世 纪 中 叶 就 意识 到 了 技术 在 时 间 和 空间 两 个 维度 
上 的 无 节制 地 延伸 会 对 传统 的 伦理 观念 造成 冲击 。 因 为 许 许 多 多 乐意 接受 和 应 
用 新 技术 的 人 并 不 知晓 这 些 技术 是 如 何 设 计 和 操作 的 , 更 不 知晓 它 可 能 给 自己 带 
来 什么 样 的 后 果 。 他 认为 技术 伦理 的 核心 问题 是 让 人 们 充分 认识 和 理解 技术 变 
化 可 能 带 来 的 非 预期 后 果 (unintended consequences)。 为 此 , 乔 纳 斯 在 1984 年 出 
版 的 专著 《必须 承担 的 责任 : 技术 时 代 的 伦理 探究 》 中 提出 , 应 该 建立 一 种 对 技 
术 进 行 科 学 的 社会 、 环 境 和 伦理 预测 和 评估 的 系统 。 他 主张 :风险 分 析 是 一 项 重 
要 的 社会 责任 。” 

我 们 对 于 以 转基因 为 基础 的 生物 技术 的 伦理 关注 远 远 其 于 对 航空 航天 、 现 代 
通讯 、 机 器 人 制造 和 逻辑 可 塑性 极 强 的 计算 机 技术 等 非 生物 高 技术 的 伦理 关注 ， 
其 根本 原因 是 生物 技术 实现 了 对 生命 的 物质 基础 一 一 基因 组 的 人 工 操作 。 然 而 ， 
所 有 生物 的 基因 组 在 生物 演化 上 与 人 类 自身 的 基因 组 是 密切 相关 的 ,并 可 以 通过 
某 种 自然 的 或 非 自 然 的 途径 成 为 人 的 基因 组 的 一 部 分 ,再 加 上 宗教 因素 就 更 加 复 
杂 也 更 加 敏感 了 。 多 莉 羊 的 出 生 何 以 能 激 起 这 么 多 人 异乎 寻常 的 强烈 反应 ” 因 
为 这 不 仅仅 是 一 只 羊 的 问题 , 而 是 我 们 人 类 自身 的 问题 。 我 们 有 一 种 伦理 责任 : 
在 技术 时 代 尽 力 维护 包括 人 类 在 内 的 自然 系统 的 完整 性 , 以 及 自然 系统 各 层次 之 
间 的 相互 适应 性 和 系统 的 自 稳 定性 。 世 界 各 国 的 政治 、 经 济 和 科学 技术 的 政策 制 
定 者 要 十 分 清醒 地 意识 到 今天 的 决策 对 现在 和 将 来 都 会 有 影响 。 我 们 当然 不 能 
因 将 来 可 能 出 现 的 风险 而 漠视 人 类 今天 面临 的 贫困 、 饥 饿 、 疾 病 、 环 境 污染 、 人 口 
膨胀 等 迫切 问题 , 也 万 万 不 能 只 顾 当前 的 功利 而 不 顾 将 来 的 风险 。 试 问 , 当 1973 
年 第 一 个 转基因 细菌 出 现时 , 有 谁 会 想到 转基因 技术 在 这 么 短 的 40 年 左右 就 走 
到 了 今天 这 一 步 呢 ? 那么 下 一 个 40 年 又 会 怎样 呢 ? 

人 类 对 自然 的 干预 总 是 存在 的 ,人 对 自然 的 认识 就 是 以 实践 为 中 介 的 。 为 了 
人 类 今天 和 明天 的 福 社 , 我 们 不 能 以 非 道德 和 非 伦理 的 态度 来 对 待 自 然 界 , 而 要 
力求 人 与 自然 之 间 的 协调 、 和 谐 和 中 庸 。 历 史 表 明 , 人 类 的 科学 和 技术 实践 有 的 
时 候 会 比 人 类 的 理论 思辩 走 得 更 快 更 远 。 

大 多 数 自然 科学 家 和 工程 技术 专家 , 甚至 生物 学 家 , 在 很 长 一 段 时 期 内 很 少 
考虑 与 自己 工作 相应 的 伦理 问题 。 然 而 , 科学 与 技术 发 展 到 今天 , 已 经 渗透 到 我 
们 生活 的 方方面面 , 我 们 不 得 不 严肃 地 思考 科学 与 技术 对 社会 发 展 的 影响 , 对 人 
与 人 之 间 关 系 的 影响 ,对 人 自身 的 社会 价值 甚至 对 生物 学 意义 上 的 人 的 影响 。 如 
果 说 现代 信息 技术 (information technique, IT) 的 发 展 深刻 而 全 方位 地 改变 了 人 际 
交往 的 方式 、 范 围 、 速 度 和 内 涵 , 那么 生物 技术 (bio-technique, BT) 的 发 展 将 有 可 
能 改变 我 们 身体 的 结构 与 功能 。 以 转基因 技术 为 主要 代表 的 现代 生物 技术 能 通 
过 插入 、 剔 除 或 修饰 基因 来 改变 生物 体 的 基因 组 ,借以 改变 生物 体 的 结构 与 功能 。 
转基因 技术 所 修饰 的 基因 或 基因 群 可 以 是 来 自 物种 内 部 的 , 即 种 内 转基因 , 也 可 
以 是 来 自 男 一 种 动物 、 植 物 或 微生物 , 即 种 间 转 基因 。 这 是 我 们 不 得 不 面 对 的 严 
重 挑战 。 
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93.1 基因 治疗 及 其 相关 的 伦理 问题 

人 类 基因 组 中 大 约 有 25.000 个 编码 蛋白 质 的 基因 ,许多 遗传 性 疾病 是 由 某 个 
基因 突变 造成 的 。 迄 今 为 止 已 经 发 现 的 因 突变 引起 的 单 基 因 遗 传 病 多 达 6 000 种 
以 上 。 携 有 这 类 突变 基因 的 患者 由 于 疾病 相关 基因 的 突变 失 活 ,导致 代谢 亲 乱 或 
病理 变化 , 严重 的 甚至 危及 生命 。 对 于 绝 大 多 数 遗 传 病 来 讲 , 一 般 的 临床 手段 都 
难以 奏效 。 临 床上 最 常用 的 治疗 方法 是 将 患者 因 突 变 而 丧失 的 蛋白 质 补 人 体内 ， 
例如 为 血 友 病 患者 输入 适量 所 缺 的 凝血 因子 就 可 以 缓解 症状。 但 是 , 像 凝 血 因子 
这 样 的 蛋白 质 在 人 体内 的 生物 半衰期 相当 短 ,所 以 患者 在 整个 生存 期 内 必须 周期 
性 地 反复 接受 凝血 因子 注射 , 其 中 的 痛苦 和 风险 实在 是 常人 难以 想象 的 。 那 么 ， 
能 不 能 为 患者 植 人 相应 的 正常 基因 来 编码 他 (她 ) 所 缺乏 的 蛋白 质 , 从 而 达到 根 
治 疾病 的 目的 呢 ? 这 就 是 通过 转基因 技术 来 治疗 遗传 病 的 最 初 想法 。20 世 纪 60 
年 代 诺 贝尔 奖 获得 者 塔 特 姆 明确 提出 了 在 基因 水 平 纠正 突变 造成 的 缺陷 来 根治 
遗传 病 的 思想 ,并 设计 了 用 病毒 包 庄 的 功能 基因 转 染 的 方法 来 矫治 体外 培养 的 患 
者 细胞 ,再 回 输 体内 的 体外 /体内 基因 治疗 (ex vivo gene therapy ) 技术 路 线 。 

体外 /体内 基因 治疗 是 先 通 过 对 体外 培养 患者 的 靶 细胞 的 遗传 学 改造 , 再 将 
经 过 改造 的 细胞 来 实现 基因 治疗 。 一 般 先 将 需要 矫正 致 病 基 因 的 治疗 基因 插入 
工具 病毒 的 基因 组 ,再 感染 从 患者 身上 获取 的 靶 细 胞 。 当 被 转 染 的 靶 细 胞 被 治疗 
基因 矫正 并 形成 适当 的 细胞 群 时 , 就 回 输 至 患者 体内 , 这 些 细 胞 就 会 在 体内 表达 
插入 基因 编码 的 ,也 就 是 患者 所 需要 的 蛋白 质 。 

与 此 相对 应 的 另 一 种 技术 路 线 是 体内 基因 治疗 (in vivo gene therapy), 也 就 
是 通过 细胞 特异 性 导向 注射 直接 把 整合 了 治疗 用 DNA 片段 的 分 子 导 人 患者 体内 
需要 矫治 的 靶 组 织 。 采 用 脂 质 体 包 正 治疗 DNA 分子 可 能 更 有 利于 细胞 特异 性 受 
体 介 导 的 靶 向 治疗 。 一 旦 整合 了 治疗 用 DNA 的 细胞 进入 体内 参 入 了 特异 性 靶 组 
织 , 并 编码 表达 所 需 的 蛋白 质 ,就 可 产生 治疗 作用 。 

我 们 知道 利用 转基因 和 基因 打靶 技 术 可 以 建立 人 类 遗传 病 的 动物 模型 。 模 
拟 特定 基因 突变 的 小 鼠 模型 , 可 以 展现 由 该 基因 突变 而 造成 的 遗传 病 的 病理 变化 
进程 , 显示 出 一 系列 与 患者 的 症状 相似 的 特征 性 表 型 。 因 此 ,通过 转基因 及 其 相 
关 技 术 构 建 的 疾病 动物 模型 是 遗传 病 基因 治疗 实验 研究 的 最 佳 工具 。 

在 世界 各 地 多 个 研究 单位 和 大 学 附属 研究 性 教学 医院 的 大 量 实验 工作 基础 
上 ,1990 年 11 月 ,美国 国立 卫生 研究 院 (NIH) 的 W. 安 德 森 (W. F. Anderson) 等 开 
始 了 世界 上 首 例 基因 治疗 临床 实验 。 接 受 治 疗 的 患者 是 因 腺 苷 脱 氨 酶 (adenosine 
deaminase, ADA ) 缺乏 而 趴 患 重症 联合 免疫 缺陷 症 的 4 岁 女 孩 黛 丝 尔 娃 (A. De 
Silva)。W. 安 德 森 研究 组 先 在 体外 培养 从 女孩 体内 获得 的 淋巴 细胞 ,再 将 培养 的 
细胞 与 携 有 4D4 基 因 的 逆 病 毒 一 起 孵育 。 通 过 逆 病 毒 的 介 导 ,将 4D4 基 因 转 人 
活化 的 淋巴 细胞 。 随 后 将 已 转化 的 淋巴 细胞 输 回 患者 体内 。 这 些 淋 巴 细胞 能 在 
患者 体内 复制 增殖 , 并 具有 合成 腺 昔 脱 所 酶 的 功能 。 经 过 基因 治疗 的 病 孩 免疫 能 
力 明 显 提高 ,开始 了 正常 的 生活 ,实验 达到 了 预期 的 目的 。 

W. 安 德 森 等 的 成 功 推动 了 基因 治疗 相关 的 基础 和 临床 研究 , 基因 治疗 临床 实 
验 涉 及 的 病 种 和 基因 日 益 增多 。 基因 治疗 临床 实验 的 初步 成 功 ,经 过 各 种 新 闻 媒 体 
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的 宣传 , 在 社会 上 形成 了 对 基因 治疗 能 治愈 人 类 瘤 疾 的 过 高 期 望 。 许 多 商业 机 构 
纷纷 介入 这 个 新 兴 的 、 还 处 于 萌芽 期 的 领域 。 美 国 的 私人 财团 对 基因 治疗 的 投入 
已 超过 政府 的 专项 基金 。 在 巨大 的 经 济 利 益 驱动 下 , 相当 一 部 分 基因 治疗 研究 过 
早 地 从 实验 室 转 入 临床 实验 。 尤 其 是 基因 治疗 所 用 的 目标 基因 载体 及 其 导入 系统 
研究 和 外 源 基 因 整 合 于 基因 组 的 机 制 研究 的 相对 滞后 , 使 基因 治疗 的 临床 实验 潜 
伏 着 危机 。 

1999 年 , 美国 亚利桑那 州 的 一 位 名 叫 盖 尔 辛 格 (J. Gelsinger) 的 18 岁 青年 
AS Re A P PREM (ornithine carbamoyl transferase, OCT ) 缺乏 导致 尿素 代谢 
障碍 , 在 宾夕法尼亚 大 学 的 人 类 基因 治疗 中 心 接受 以 腺 病毒 为 载体 的 OCT 基 因 
治疗 后 第 4 天 不 幸 死亡 , 成 为 在 基因 治疗 临床 I 期 实验 中 死亡 的 第 一 位 患者 。 
2003 年 费 希 尔 (A. Fischer) 等 宣布 , 10 位 患 有 X 染 色 体 连锁 重症 联合 免疫 缺陷 证 
(SCID) 的 儿童 在 法 国 接受 以 道 病毒 为 载体 的 基因 治疗 , 其 中 有 2 位 在 治疗 后 的 1 
个 月 和 3 个 月 分 别 出 现 类 似 白血病 的 并 发 症 。 分 析 表 明 这 次 事故 是 在 基因 治疗 
中 所 用 的 外 源 基因 整合 于 染色 体 的 过 程 中 ,插入 到 了 促 癌 基因 LMOZ 的 邻近 区 段 
导致 癌 基 因 活 化 所 造成 的 。 与 盖 尔 辛 格 的 情况 不 同 , 在 法 国 的 临床 实验 中 , 患者 
都 获得 了 完整 的 潜在 危险 信息 并 签署 了 知情 同意 书 。 基 因 治 疗 造成 的 这 一 系列 
严重 的 医疗 事故 , 使 人 们 更 加 多 地 从 安全 性 角度 来 考虑 基因 治疗 的 伦理 问题 。 实 
际 上 ,已 经 开展 的 基因 治疗 都 只 是 在 体 细胞 水 平 进行 的 , 并 不 涉及 人 类 种 系 遗 传 
物质 的 修饰 与 改造 , 而 遗传 操作 一 旦 涉及 人 类 生殖 系 细胞 的 基因 组 ,将 会 产生 更 
加 深刻 的 伦理 .道德 和 法 律 问题 。 

干细胞 移植 在 医学 中 的 应 用 已 有 很 长 的 历史 ,最 突出 的 是 骨髓 移植 。 然 而 ， 
真正 引起 学 术 界 和 公众 对 干细胞 关注 的 科学 事件 是 多 莉 羊 克隆 的 成 功 和 小 鼠 胚 
胎 干 细胞 分 离 成 功 , 以 及 随后 灵 长 类 动物 的 胚胎 干细胞 和 人 的 胚胎 干细胞 分 离 成 
功 。 胚 胎 干细胞 有 两 个 重要 特性 : 一 是 几乎 无 限 的 增殖 与 自我 更 新 能 力 ; 二 是 向 


第 9 章 关于 基因 概念 思考 的 延伸 


各 种 组 织 分 化 的 发 育 全 能 性 。 正 是 这 两 大 特性 使 ES 细胞 具有 分 化 为 特定 的 细胞 
或 组 织 并 应 用 于 临床 上 的 组 织 再 生 和 器 官 移植 的 潜在 可 能 。 但 是 ,要 把 这 种 可 能 
性 变 为 现实 的 前 提 是 ,阐明 干细胞 维持 发 育 全 能 性 和 向 特定 细胞 群 分 化 的 分 子 机 
制 ,也 就 是 干细胞 命运 决定 的 分 子 调控 网 络 。 

2000 年 以 来 陆续 有 人 报道 过 从 人 的 ES 细胞 培养 物 衍生 得 到 了 血细胞 、 心 肌 
细胞 、 内 皮 细 胞 、 神 经 上 皮 细 胞 等 细胞 。 然 而 ,这 些 报道 实质 上 只 是 在 体外 培养 条 
件 下 ,让 ES 细胞 向 各 种 可 能 类 型 的 细胞 随机 分 化 ,并 在 此 基础 上 通过 培养 基 组 分 
的 改变 来 提高 某 种 类 型 细胞 在 培养 细胞 群 中 的 比例 , 这 是 一 种 特定 细胞 的 富 集 ， 
并 不 是 真正 意义 上 的 定向 诱导 分 化 。 尽 管 ES 细胞 在 再 生 医学 与 细胞 替代 疗法 中 
的 巨大 潜能 不 容 忽视 , 真正 实现 人 ES 细胞 定向 分 化 并 应 用 于 临床 还 是 我 们 在 今 
后 一 段 时 间 内 面临 的 艰巨 任务 。 

当然 , 人 胚胎 干细胞 的 应 用 必然 会 因 干 细胞 来 源 引 发 一 系列 伦理 和 法 律 问 
题 。 最 近 几 年 ,有 关 成 体 干细胞 (adult stem cell, AS 细 胞 ) 和 介 于 ES 细胞 和 AS 细 
胞 之 间 的 胎儿 干细胞 (fatal stem cell, FS 细胞 ) 的 基础 与 应 用 研究 , 特别 是 诱导 干 
细胞 的 出 现 几乎 为 彻底 排除 人 胚胎 干细胞 的 伦理 困惑 创造 了 条 件 。 

2013 年 ,英国 和 美国 科学 家 应 用 合成 生物 学 技术 , 合作 构建 了 一 种 每 个 细胞 
都 携带 了 人 的 人 工 染 色 体 (human artificial chromosome, HAC) 的 遗传 工程 小 鼠 ， 
为 遗传 病 的 基因 治疗 提供 了 全 新 的 途径 。 该 技术 的 关键 是 利用 酵母 的 染色 体 组 
件 构建 插入 了 能 纠正 遗传 缺陷 的 正常 基因 的 HAC, 然而 将 其 导入 由 患者 的 皮肤 
细胞 诱导 而 来 的 干细胞 后 ,再 移植 回 患者 体内 , 以 校正 遗传 缺陷 。 联合 课题 组 负 
责 人 库 佩 瑞 纳 (N. Kouprina ) 强调 , 研究 目的 是 把 HAC 作为 某 种 穿梭 载体 (shuttle 
vector) 将 基因 输入 人 体 细胞 , 以 便 研究 基因 在 人 体 细 胞 中 的 功能 。 因 为 大 多 数 
遗传 病 起 因 于 基因 突变 或 染色 体 畸 变 , HAC 就 可 能 校正 基因 水 平和 染色 体 水 平 
的 遗传 病 。 因 为 人 体 细 胞 的 正常 染色 体 数 目 是 46, 所 以 这 个 额外 染色 体 也 可 称 
为 人 的 47 号 染色 体 。HAC 的 最 大 优点 是 它 在 基因 治疗 过 程 中 不 会 像 常规 基因 治 


，” 疗 中 额外 基因 常常 会 随机 插 人 人 基因 组 而 干扰 其 他 46 条 染色 体 行 使 功能 。 至 于 


HAC 会 不 会 有 副作用 这 个 问题 , 还 有 待 进一步 研究 。 无 论 如 何 , 这 项 研究 是 遗传 
病 的 基因 治疗 的 重要 进展 。 

1999 年 5 月 ,笔者 曾 与 美国 科学 院 院士 、 著 名 的 人 类 群体 遗传 学 家 尼 尔 有 过 
一 次 关于 遗传 病 的 基因 治疗 问题 的 对 话 。 尼 尔 教授 认为 不 应 该 进行 遗传 病 的 基 
因 治疗 , 理由 是 基因 治疗 是 在 体 细胞 水 平 补偿 致 病 基因 所 丧失 的 功能 , 并 没有 改 
变 生 殖 系 的 基因 结构 。 然 而 , 基因 治疗 会 使 相当 一 部 分 患者 或 致 病 基因 的 携带 
者 的 生命 延长 到 生育 年 龄 。 这 样 , 致 病 基因 就 会 有 更 多 的 机 会 传 至 下 一 个 世代 
的 人 类 基因 库 , 从 而 增加 致 病 的 等 位 基因 在 群体 中 的 频率 , 打破 群体 基因 库 的 
平衡 , 也 会 因此 加 重 群 体 的 遗传 负荷 (genetic load), 这 对 整个 人 类 的 未 来 是 不 
利 的 。 笔 者 随即 提出 ,基因 治疗 实在 是 不 可 避免 的 。 当 人 们 拥有 某 种 可 用 来 拯 
救 患者 生命 的 技术 (这 里 指 的 是 基因 治疗 技术 ) 时, 作为 医生 是 不 能 在 患者 或 患 
者 家 属 知情 同意 的 前 提 下 拒绝 应 用 这 种 技术 的 。 因 为 医生 面 对 的 是 患者 , 他 要 
对 患者 的 健康 和 生命 负责 , 他 几乎 不 会 想到 要 为 此 而 产生 的 群体 遗传 效果 负责 。 
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图 9-10 通过 将 人 工 
染色 体 导 入 诱导 干 细 
胞 进行 体 细胞 水 平 基 
因 治 疗 的 新 途径 ( 改 自 
Admin) 







(1) 从 带 遗 传 缺陷 的 
患者 获取 皮肤 细胞 


(2) 将 皮肤 细胞 
诱导 为 干细胞 












患者 以 纠正 遗传 缺陷 


(3) 将 携带 正常 基因 的 
人 工 染色 体 插入 干细胞 


体 的 干细胞 


况且 ,在 目前 条 件 下 , 绝 大 多 数 医生 或 许 并 不 具备 萌生 这 种 责任 感 的 知识 。 如 果 
进一步 思考 , 迄今 所 有 的 医疗 技术 都 有 可 能 直接 或 间接 地 改变 群体 中 某 些 疾病 
相关 基因 的 频率 。 实 际 上 , 人 类 文明 的 发 展 , 例如 火 的 使 用 和 饮食 习性 的 改变 ， 
是 不 是 也 会 或 多 或 少 , 直接 间接 地 影响 人 类 群体 的 基因 库 组 成 呢 ? 然而 , 尼 尔 
作为 人 类 群体 遗传 学 家 还 是 对 基因 治疗 给 人 类 未 来 可 能 带 来 的 负面 影响 表达 
了 深 深 的 伦理 忧 思 , 也 触及 由 科学 与 技术 发 展 所 引发 的 一 系列 伦理 问题 的 本 质 
和 核心 。 


9.3.2 灵 长 类 动物 的 转基因 研究 及 其 引发 的 伦理 问题 

2001 年 1 月 《科学 》(Science) 杂 志 报 道 , VD HR (G. Schatten) 领导 的 研究 小 组 
在 美国 俄勒冈 州 的 灵 长 类 研究 中 心 成 功 地 应 用 转基因 技术 ,将 源 自 水 母 的 绿色 菊 
光 和 蛋白 (GFP) 基 因 导 入 猕猴 [Macaca mulatta (rhesus monkey)] 的 生殖 系 基因 组 ， 
获得 了 第 一 批 灵 长 类 转基因 动物 。 

沙 腾 研究 组 将 的 有 GFP 基因 的 道 病 毒 载体 包 庄 在 水 疱 病 病毒 的 糖 蛋 白 外 过 内， 
注入 224 枚 成 熟 的 猕猴 卵 母 细 胞 的 卵 周 间隙 。 体 外 培养 6h 后 ,用 卵细胞 浆 内 精子 注 
射 术 (intracytoplasmic sperm injection, ICSI) 进行 人 工 授精 , 其 中 有 40 枚 受精 卵 发 育 到 
了 早期 胚胎 阶段 。 待 受精 卵 分 裂 两 次 后 ,将 40 个 四 细胞 期 的 胚胎 以 两 个 一 组 的 方式 
移入 代孕 母 猴 的 子宫 任 其 继续 发 育 , 最 后 产 下 3 只 健康 的 小 猕猴 和 两 对 流产 雄性 双 
胞 胎 。 经 13 种 组 织 细胞 的 系列 分 子 生物 学 检测 ,证 明 其 中 有 一 只 雄性 小 猕猴 所 有 
被 检 细 胞 都 插入 了 GFP 基因, 并 转录 出 了 相应 的 RNA, 其 中 包括 举 丸 细胞 , 这 表明 
GFP 基 因 已 整合 于 该 猕猴 的 生殖 系 基 因 组 。 研 究 人 员 就 以 “插入 的 DNA” 的 英文 
“inserted DNA” 的 反 向 缩写 ANDi 来 命名 这 只 小 猕猴 , 中 文 名 爱 迪 。 尽 管 爱 迪 的 外 观 
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图 9-11 绿色 荧光 蛋白 (GFP) 转基因 猕猴 实验 ( 引 自 A. W. Chan) 


(a) 携 有 插入 的 绿色 荧光 蛋白 (GFP)DNA 的 转基因 猕猴 爱 迪 (ANDi);(b) 和 (c) 分 别 显示 
雄性 死胎 的 毛发 和 趾甲 中 GEFP 基 因 表 达 的 绿色 荧光 蛋白 , 但 在 爱 迪 外 观 可 及 的 相应 组 织 没 有 
显示 。 雄 性 死胎 胎盘 冰冻 切片 的 免疫 染色 和 强 荧光 (hyper fluorescence) 检测 均 证 实 绿色 荧光 
蛋白 的 存在 ;(d) 显示 用 免疫 荧光 显微镜 检测 红色 若 丹 明 (rhodamine ) 染色 的 GFP 抗 体 (anti- 
GFP) 检测 结果 ;(e) 显示 用 Hoechst 33342 染色 的 强 绿色 荧光 直接 检测 到 同一 切片 的 转基因 表 
达 ;(f) 绿色 和 红色 显示 图 像 的 相互 重 全 表明 了 显示 GFP 的 直接 荧光 与 显示 GFP 抗 体 的 红色 的 


并 没有 显示 出 GFP 基 因 表 达 的 绿色 荧光 和 蛋白 ,但 是 相应 的 死亡 胎 猴 的 毛发 和 趾甲 都 
因 绿 色 荧 光 和 蛋白 的 存在 而 闪 着 绿色 , 死胎 胎盘 的 免疫 检测 和 强 荧光 染色 都 证 实 了 转 
基因 GFP 的 表达 (图 9-11)。 此 后 ,威斯康星 大 学 医学 院 的 区 罗斯 (T. G. Golos) WR 
小 组 用 不 完全 相同 的 转基因 技术 也 实现 了 猕猴 的 GFP 转 基因 实验 。 

2009 年 ,日 本 庆 应 义 熟 大 学 的 风 野 英之 (H. Okano) 与 中 央 实 验 动物 研究 
所 的 埃 里 卡 佐 优 木 (E. Sasaki) 合作 , 用 病毒 载体 将 外 源 基 因 GFP HE A NERAK 
(Callithrix jacchus ) 胚 胎 , 再 植 人 代孕 狂 猴 的 子宫 。4 个 代孕 儿 猴 共产 下 5 个 子 猴 ， 
经 鉴定 全 部 为 转基因 猿 猴 。 其 中 有 两 个 猎 猴 的 转基因 被 证 实 已 经 整合 于 生殖 系 ， 
并 从 两 个 猿 猴 中 的 一 个 获得 第 二 代 的 GFP 转 基因 猿 猴 。 这 是 外 源 转基因 在 世界 
上 首次 被 传递 到 下 一 代 灵 长 类 动物 并 得 到 表达 的 实验 。 鉴 于 普通 儿 猴 是 体型 最 
小 的 一 种 灵 长 类 哺乳 动物 , 在 功能 和 解剖 上 比 嘴 齿 类 动物 更 类 似 于 人 , 预期 在 开 
发 和 研究 人 疾病 的 动物 模型 方面 将 会 有 更 重要 的 应 用 前 景 。 





图 9-12” 冈 野 英之 等 共 获 得 5 个 表达 GFP 转 基因 的 普通 狼 猴 子 代 , 在 紫外 线 照射 下 观察 , 可 见 
它们 的 脚 部 都 呈现 绿色 荣光 ( 引 自 E. Sasaki 等 ) 
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如 前 所 述 , 遗传 工程 小 鼠 已 经 在 基因 功能 及 其 调控 机 制 的 诠释 、 疾 病 动 物 模 
型 的 构建 和 基因 治疗 实验 研究 等 方面 为 我 们 提供 了 极 有 价值 的 资料 。 可 是 ,小 鼠 
毕竟 是 吵 齿 类 哺乳 动物 , 而 人 类 则 属 灵 长 类 , 在 小 鼠 和 人 类 之 间 , 能 有 一 种 可 利 
用 转基因 技术 进行 基因 组 修饰 的 灵 长 类 动物 模型 ,对 于 阐明 人 类 生物 学 中 的 特殊 
问题 , 如 早期 胚胎 发 育 及 发 育 过 程 中 母体 与 胎儿 间 的 相互 作用 ,还 有 只 有 灵 长 类 
动物 有 类 似 人 类 的 月 经 周期 .衰老 和 退行 性 病变 等 机 制 , 以 及 高 级 神经 活动 等 , 工 
程 化 修饰 的 灵 长 类 动物 模型 无 疑 是 非常 有 价值 的 。 长 期 以 来 ,猕猴 在 医学 研究 中 
一 直 占 据 着 重要 的 位 置 , 例如 与 输血 密切 相关 的 Rh 因子 发 现 , 艾滋 病 、 肺 结核 和 
症 疾 等 传染 病 疫 苗 的 临床 前 实验 , 以 及 放射 生物 学 、 神 经 生物 学 和 行为 生物 学 研 
究 , 都 是 以 猕猴 为 非 人 灵 长 类 实验 动物 的 。 人 类 和 灵 长 类 动物 除了 在 疾病 (特别 
是 神经 系统 疾病 ) 的 发 病 机 制 、 治 疗 途径 、 药 物 反应 等 方面 有 更 多 的 相似 之 处 外 ， 
还 在 行为 的 复杂 性 和 群体 社会 结构 方面 也 有 很 多 的 相似 性 。2007 年 4 月 ,《 科 学 》 
(Science) 杂志 发 表 了 狂 猴 的 基因 组 序列 ,为 更 加 精确 的 非 人 灵 长 类 基因 组 的 结构 
修饰 加 快 实验 进程 创造 了 条 件 。 灵 长 类 动物 转基因 实验 的 成 功 使 得 利用 比 路 齿 
类 动物 更 接近 人 的 灵 长 类 动物 构建 疾病 模型 成 为 可 能 。 

享 廷 顿 病 (Huntington disease, HD ) 是 一 种 常 染色 体 显 性 的 神经 退行 性 疾病 ， 
其 症状 包括 运动 神经 受 损 、 认 知 能 力 衰 退 和 精神 关 乱 ; 往往 在 发 病 后 10~15 年 内 
死亡 。 享 廷 顿 病 的 相关 基因 是 位 于 4 号 染色 体 4p16.3 的 亨廷顿 蛋白 (huntingtin， 
HTT) 编码 基因 ,其 致 病原 因 是 该 基因 第 一 外 显 子 中 编码 谷 氨 酰胺 的 胞 喀 啶 - 腺 号 
叭 - 鸟 味 叭 三 核 苷 酸 重复 (CAG ) 扩展, 造成 在 脑 和 周围 神经 组 织 , 特别 是 大 脑 皮 
层 和 纹 状 体 中 广泛 表达 的 突变 型 蛋白 HITT 中 多 聚 谷 氢 酰 胺 (polyQ ) 的 扩展 。 尽 
管 早已 用 吵 齿 类 动物 建立 了 HD 模型 ,但 是 并 没有 呈现 出 HD 患者 典型 的 脑 部 病 
变 和 行为 特征 。 然 而 , 人 和 高 等 灵 长 类 动物 在 遗传 学 、 解 剖 学 、 生 理学 , 特别 是 神 
经 生物 学 等 方面 的 高 度 相似 , 使 猕猴 成 为 研究 人 体 的 正常 生理 和 疾病 的 非常 有 用 
的 动物 模型 。2008 年 , 美国 埃 默 里 大 学 (Emory University ) 的 杨 (S. H. Yang) 等 
成 功 构建 了 能 表达 携带 polyQ 的 HIT 的 恒 河 猴 HD 模 型 。 他 们 在 转基因 猴 的 脑 
中 观察 到 了 细胞 核 内 包涵 体 和 神经 纤维 聚集 等 HD 患者 典型 的 解剖 学 特征 , 以 及 
变 应 性 肌 张 力 障碍 和 舞蹈 病 等 主要 的 HD 临床 症状 。 这 个 转基因 猴 HD 模 型 将 会 
帮助 我 们 更 好 地 了 解 HD 的 致 病 机 制 和 寻找 更 有 效 的 治疗 途径 , 也 为 建立 其 他 遗 
传 病 的 非 人 灵 长 类 模型 提供 了 有 价值 的 经 验 。 | 

2014 年 , 牛 翌 字 (Y. Niu) AFHR (W. i) 等 中 国 科学 家 应 用 能 介 导 特定 DNA 
序列 定点 修饰 和 编辑 的 CRISPR/Cas 系统 , 对 长 尾 猕猴 (Macaca fascicularis ) 基因 
组 进行 了 工程 化 修饰 , 所 获得 的 子 猴 表明 在 灵 长 类 动物 进行 基因 组 特定 序列 的 定 
向 编辑 是 可 行 的 。CRISPR/Cas 介 导 的 DNA 定 点 编辑 系统 曾经 被 用 于 体外 培养 的 
哺乳 动物 和 人 细胞 , 也 曾经 用 于 构建 小 鼠 、 大 鼠 和 斑马 鱼 基因 修饰 动物 。 但 用 于 灵 
长 类 特定 基因 的 靶 向 修饰 动物 的 构建 尚 属 首次 。 中 国 科 学 家 将 引导 基因 组 编辑 
的 RNA 注 入 长 尾 猕猴 的 单 细胞 期 胚胎 , 成 功 地 修饰 了 三 个 基因 : 调节 代谢 的 基因 、 
调节 免疫 细胞 发 育 的 基因 和 调节 干细胞 与 性 别 决定 的 基因 。 通 过 DNA 定 点 编辑 
系统 成 功 构建 基因 组 经 过 修饰 的 猕猴 表明 , 构建 遗传 学 上 修饰 的 人 也 不 是 不 可 能 
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的 。 事实 上 CRISPR/Cas 系统 已 经 修饰 过 体外 培养 的 人 体 细胞 , 只 是 还 没有 在 人 的 
胚胎 或 成 人 试验 过 。 牛 翌 宇 等 的 工作 给 这 种 技术 应 用 于 人 类 提供 了 更 多 的 现实 可 
能 性 。 例 如 , 这 种 技术 将 来 也 可 能 会 应 用 于 人 类 遗传 病 的 基因 治疗 。 然 而 , 除了 一 
般 的 动物 福利 以 外 , 灵 长 类 动物 的 遗传 工程 修饰 必须 考虑 伦理 相关 的 一 系列 问题 ， 
因为 人 也 是 灵 长 类 动物 的 一 员 。 有 关 灵 长 类 实验 研究 的 时 代 也 许 刚刚 翻 开 了 第 一 
页 。 这 项 工作 的 简要 介绍 如 图 9%-13。 
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注入 精子 注入 Cas9 mRNA/sgRNA 代孕 母 狼 突变 型 子 狭 


图 9-13 利用 CRISPR/Cas9 诱 变 系统 获得 定点 突变 的 猕猴 实验 程序 示意 ( 改 自 S.Yong) 


实验 通过 人 工 授精 获得 单 细胞 期 胚胎 , 然后 注入 特定 的 DNA 内 切 酶 Cas9 的 mRNA 和 指导 
定点 修饰 的 单 链 向 导 RNA (single-guide RNA, sgRNA) ,经 短期 培养 后 植 人 代孕 母 猴 的 子宫 , 待 妊 
娠 期 完成 后 即 可 产 下 特定 基因 序列 得 到 预期 修饰 的 突变 型 子 猴 (CRISPR 系 成 簇 且 带 有 规律 间 
隔 的 短 回 文 重复 序列 的 英文 clustered regularly interspaced short palindromic repeat sequences 缩 写 ， 
Cas9 系 CRISPR 关联 基因 的 英文 CRISPR-associated gene 缩 写 )。 


然而 , 从 爱 迪 开 始 的 一 系列 研究 提出 的 问题 远 远 多 于 这 些 研究 所 解决 的 
问题 。 最 突出 的 是 爱 迪 很 快 被 某 些 学 者 认为 是 设计 人 类 婴儿 的 第 一 步 。 当 
然 , 现在 离 有 能 力 进行 人 类 自身 的 设计 可 能 还 非常 遥远 ,但 灵 长 类 动物 生殖 系 
基因 组 的 遗传 操作 确实 是 迈 向 这 个 方向 的 重要 一 步 。 主 持 爱 迪 研 究 工 作 的 沙 
滕 说:“ 我 们 不 鼓励 将 工作 延伸 到 人 的 研究 。” 然 而, 许多 医学 生物 学 家 和 临床 
医生 认为 再 过 10 年 ,或 更 长 一 些 时 间 , 生殖 系 的 基因 治疗 的 安全 性 问题 将 会 
随 着 基础 和 应 用 基础 研究 的 深入 而 得 到 解决 , 到 那 时 候 , 生殖 系 基因 治疗 很 可 
能 会 纳入 临床 医学 范畴 。 或 者 说 以 疾病 治疗 为 目的 的 “转基因 人 ”人 迟早 会 诞 
生 。 实 际 上 ,我 们 对 基因 治疗 的 伦理 思考 远 不 止 于 安全 性 问题 。 现 在 已 经 有 人 
想 借 生 殖 系 基因 组 修饰 让 生 下 的 孩子 眼睛 更 大 一 些 , 鼻子 更 挺 一 些 , 肌肉 更 发 
达 一 些 , 头脑 更 灵活 一 些 , 免疫 力 更 强 一 些 …… 这 些 为 了 改变 自己 家 庭 传承 的 
遗传 结构 和 生命 特征 而 进行 生殖 系 基因 组 遗传 操作 的 所 谓 遗 传 改良 (genetic 
improvement), 已 远 远 超 出 了 遗传 病 的 基因 治疗 的 医学 目的 , 并 会 危及 人 类 基 
因 组 的 完整 性 和 多 样 性 , 也 会 在 生命 物质 最 基础 的 层次 上 挑战 人 的 尊严 。 直 至 
今天 , 人 们 还 无 法 接受 对 自身 遗传 物质 可 遗传 的 人 为 改造 ,也 难以 承受 由 此 可 
能 带 来 的 意 想 不 到 的 灾难 性 后 果 。 总 而 言 之 ,我 们 在 开发 转基因 及 其 相关 技术 
在 医学 生物 学 领域 中 的 应 用 项 目 时 , 必须 慎 思 技术 的 每 一 次 进步 可 能 带 来 的 更 
深层 次 的 伦理 问题 。 我 们 还 不 能 对 未 来 世代 做 出 任何 有 说 服 力 的 技术 或 伦理 
与 法 律 承诺 。 
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9.3.3 ”合成 生物 学 及 其 相关 的 伦理 法律 和 社会 问题 

转基因 技术 在 最 近 几 年 中 的 另外 一 个 重要 进展 是 探索 在 实验 室 中 构建 新 的 
生命 体 的 可 能 性 。 转 基因 操作 通常 先 从 一 个 物种 的 基因 组 中 分 离 出 结构 与 功能 
已 知 的 目标 基因 , 如 一 种 特定 酶 的 编码 基因 或 一 组 与 特定 生产 性 状 相关 的 基因 
再 借助 物理 化 学 或 生物 学 方法 的 介 导 转移 .整合 于 另 一 个 物种 的 基因 组 ,并 使 之 
表达 与 目标 基因 相关 的 性 状 。 一 般 情 况 下 , 无 论 对 转基因 的 供 体 物 种 还 是 受 体 
物种 而 言 , 被 转移 的 基因 或 基因 群 在 基因 组 中 所 占 的 比例 是 极 小 的 。 所 以 , 受 体 
物种 通常 不 会 因 接受 了 别 的 物种 的 一 个 或 几 个 基因 而 从 根本 上 改变 物种 的 生物 
学 属性 , 只 是 成 了 能 表达 新 性 状 的 一 个 新 品种 。 然 而 , 多 年 来 科学 家 一 直 试 图 通 
过 大 规模 的 工程 化 设计 和 遗传 操作 , 将 不 同 来 源 的 基因 或 大 的 基因 组 板块 , 甚至 
人 工 合成 的 DNA 序列 组 合 拼 接 在 一 起 ,组 装 成 有 功能 的 基因 组 ,创造 全 新 的 生命 
体 , 这 就 是 快速 兴起 的 合成 生物 学 。 合 成 生物 学 家 试图 通过 设计 千变万化 上 且 带 有 
标准 化 连接 元 件 的 DNA 片 段 来 创造 、 编 写 出 一 种 全 新 的 语言 。 每 一 个 DNA 片段 
或 若干 DNA 片段 的 组 合 都 代表 某 种 特定 的 生物 学 结构 信息 或 调节 信息 , 组 合 在 
一 起 便 能 在 适当 的 细胞 环境 中 指导 执行 预 设 的 生物 学 功能 , 成 为 有 生命 活力 ,日 
能 复制 繁殖 的 活 细胞 。 随 着 DNA 语 汇 的 增加 和 编辑 能 力 的 提升 , 合成 生物 学 获 
得 了 长 足 的 进步 。 合 成 生物 学 涉及 的 学 科 领 域 除 了 分 子 生物 学 、 生 物化 学 和 基因 
工程 学 外 ,还 包括 生物 信息 学 、 系 统 生 物 学 、 理 论 物理 学 、 工 程 物理 学 、 纳 米 材料 科 
学 和 计算 机 模拟 等 学 科 , 合 成 生物 学 使 我 们 更 为 深刻 、 更 为 全 面 地 了 解 生 命 , 它 的 
发 展 可 能 惠及 农业 、 林 业 、 畜 牧 业 能源、 环境 、 医 学 .药学 和 精细 制造 工艺 等 人 类 
社会 生活 的 诸多 领域 。 

AREKEA (poliovirus ) 是 小 儿 麻 痹 症 的 病原 体 , 也 是 已 知 的 能 独立 复 
制 的 最 小 的 生物 之 一 , 它 的 遗传 物质 是 一 个 长 度 约 为 7.5 kb 的 单 链 RNA 分 子 。 
早 在 1981 年 科学 家 就 弄 清楚 了 痊 髓 灰质 炎 病 毒 的 基因 组 序列 和 基因 图 谱 , 并 查 
明了 介 导 它 感 染 寄 主 细 胞 的 受 体 蛋 白 是 CD155。1985 年 霍 格 尔 (J. M. Hogle) 等 
解析 了 这 个 病毒 的 三 维 结构 。2002 年 , 美国 纽约 州立 大 学 石 溪 分 校 的 塞 洛 (J. 
Cello) 等 在 没有 天 然 分 子 作 样板 的 条 件 下 , 用 化 学 方法 成 功 地 合成 了 痊 骨 灰质 炎 
病毒 基因 组 的 互补 DNA (cDNA), 然后 经 RNA 多 聚 酶 催化 转录 出 病毒 RNA, 再 
在 无 细胞 提取 液 中 使 病毒 RNA 编码 合成 病毒 蛋白 质 , 组 装 成 病毒 样 颗粒 。 这 种 
由 人 工 合成 的 崔 骨 灰质 炎 病 毒 样 颗 粒 能 感染 表达 人 CD155 蛋 白 的 转基因 小 鼠 。 
塞 洛 等 的 实验 是 在 全 基因 组 水 平 上 进行 遗传 操作 的 一 个 范例 ,为 人 造 生命 研究 迈 
出 了 重要 的 一 步 。 

设 在 美国 马里 兰州 的 ,以 科学 家 兼 企业 家 文 特 尔 (C. Venter) 名 字 命名 的 生物 
能 源 研 究 所 ,在 长 期 工作 的 基础 上 建立 了 多 个 基因 快速 重组 和 转移 的 整套 技术 ， 
使 合成 新 的 生命 形态 的 实验 发 展 为 一 种 制造 工艺 。 应 用 这 套 工艺 可 以 在 一 次 实 
验 中 设计 、 合 成 和 转移 成 百 上 千 个 基因 , 最 终 可 能 创造 出 类 似 细 菌 染 色 体 的 人 工 
基因 组 。 当 然 , 要 使 人 工 基因 组 发 挥 作用 还 应 该 造就 一 个 使 基因 组 的 功能 得 以 表 
达 和 不 断 自 我 更 新 的 生化 环境 , 即 有 一 个 类 细胞 质 膜 包 庄 的 、 能 进行 物质 和 能 量 
代谢 ,以 及 遗传 信息 复制 和 表达 的 生命 微 环境 。 
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2007 年 , 文 特 尔 研究 所 的 研究 人 员 以 丝 状 支原体 (Mycoplasma mycoides) 
和 山羊 支原体 (Mycoplasma capricolum) 为 材料 , 首次 成 功 地 实现 了 一 个 物种 
的 全 基因 组 向 另 一 个 物种 细胞 质 的 移植 , 并 使 移植 体 在 基因 组 和 和 蛋白 质 组 水 平 
呈现 与 基因 组 供 体 物 种 完全 一 样 的 特征 。 研 究 人 员 在 实验 进行 前 就 将 四 环 素 
抗 性 基因 Tet M 和 半 乳 糖 糖苷 酶 基因 Zac Z 整 合 于 生长 速度 快 、 形 成 菌落 大 而 基 
因 组 总 长 仅 1.08 Mb 的 丝 状 支 原 体 LC 菌株 的 基因 组 , 作为 基因 组 移植 (genome 
transplantation ) 中 供 体 基因 组 的 选择 性 标记 和 显示 性 标记 。 实 验 者 用 温和 、 精 
细 的 操作 流程 分 离 供 体 基 因 组 DNA, 并 小 心 去 除 蛋 白质 、 脂 质 .RNA 和 在 实验 
中 断裂 为 线 状 的 DNA 残 片 ,得 到 了 完整 的 纯净 的 环 状 DNA 分 子 作为 移植 供 体 
(donor)。 然 后 ,将 供 体 DNA 分 子 与 作为 移植 受 体 (recipient) 的 山羊 支原体 细胞 
共 培 养 于 含 选 择 剂 四 环 素 和 使 菌 体 显 示 蓝 色 的 显示 剂 x-gal 的 培养 基 中 , 做 聚 乙 
二 醇 介 导 的 全 基因 组 移植 实验 。 两 者 共 培 养 一 定时 间 后 ,在 培养 基 上 挑选 呈现 供 
体 物 种 特征 的 蓝 色 抗 四 环 素 大 菌落 ,作为 基因 组 移植 体 (genome transplants ) 的 候 
选 菌 株 进 行 鉴 定 分 析 , 整 个 实验 过 程 的 每 一 步 都 设置 了 严格 的 对 照 组 。 

基因 组 移植 体 的 鉴定 是 全 面 而 系统 的 ,主要 包括 物种 特异 性 基因 序列 的 分 子 
杂交 、 全 基因 组 限制 性 酶 切片 段 的 印迹 分 型 、 物 种 特异 性 抗原 蛋白 质 的 免疫 检测 
和 和 蛋白 质 组 双 相 电泳 图 谱 的 高 分 辩 率 质谱 分 析 等 。 结 果 表 明 , 所 有 的 基因 组 移植 
体 候 选 菌株 在 基因 组 和 蛋白质 组 水 平 无 例外 地 都 呈现 与 供 体 物 种 完全 一 样 的 特 
征 。 全 基因 组 移植 的 过 程 很 可 能 是 在 移植 后 的 一 个 短 时 间 内 , 受 体 细胞 质 内 同时 
存在 供 体 和 受 体 的 基因 组 , 但 随 着 细胞 分 裂 和 选择 压力 的 增强 , 受 体 基因 组 逐渐 
被 得 除 。 尽 管 确切 的 移植 机 制 尚 不 清楚 ,但 移植 的 结果 与 哺乳 动物 体 细胞 核 向 去 
核 卵 质 移 植 的 克隆 实验 几乎 是 一 模 一 样 的 , 即 基因 组 移植 体 和 克隆 动物 都 呈现 出 
遗传 物质 供 体 的 全 部 特征 。 这 套 实验 证 实 受 体 细胞 质 能 为 外 来 基因 组 的 增殖 复 
制 和 功能 表达 提供 必要 的 , 也 是 充分 的 条 件 。 这 是 一 项 开创 性 研究 , 表明 我 们 已 
经 有 可 能 在 一 次 试验 中 将 一 个 物种 变 为 另 一 个 物种 。 基 因 组 移植 为 创造 人 工 合 
成 的 生命 体 提供 了 生物 学 意义 上 的 物质 与 能 量 平 台 。 

2008 年 , 文 特 尔 等 利用 啤酒 酵母 (Saccharomyces cerevisiae ) 细胞 将 25 个 长 度 
介 于 17~35 kb, 且 携 带 了 重 鳃 序列 “ 桦 涉 ”的 DNA 片 段 组 装 成 全 长 为 590 011 bp 
的 生殖 支原体 (Mycoplasma genitalium ) 基因 组 JCVI-1-1。 这 项 研究 的 突破 在 于 
将 酵母 细胞 作为 生物 合成 的 遗传 学 工厂 , 而 在 此 以 前 的 人 工 基因 组 合成 都 是 在 原 
核 生物 细胞 中 完成 的 , 真 核 生 物 细胞 的 应 用 明显 提高 了 合成 生物 学 的 效率 和 适用 
范围 。 

2010 年 , 文 特 尔 团队 在 酵母 细胞 中 ,分 三 步 将 1078 个 携带 了 重生 序列 的 
DNA 片段 逐步 合成 丝 状 支原体 全 序列 基因 组 , 还 插入 了 特定 的 分 子 序列 , VA Be te 
失 和 多 态 等 标记 性 修饰 ,最 终 设 计 合成 了 全 长 为 1 077 947 bp 的 基因 组 。 然 后 , 转 
人 并 完全 替代 了 山羊 支原体 细胞 的 基因 组 ,通过 实验 创造 了 一 种 名 为 实验 室 支 原 
体 (Mycoplasma laboratorium) 的 新 菌株 , 它 与 自然 界 的 细菌 一 样 能 表达 各 种 性 状 
和 复制 增殖 ,但 是 一 系列 修饰 标记 表明 它 确 实 是 人 工 合成 的 新 菌 种 。 

2014 年 ,由 约翰 ' 霍 普 金 斯 大 学 的 伯 克 领 衔 的 一 个 包括 美国 英国、 法国 、 中 
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图 9-14 在 酵母 细胞 
中 组 装 合成 生殖 支原体 
的 基因 组 JCVI-1-1( 引 
自 D. G. Gibson 等 ) 


图 中 蓝 色 箭头 代 
表 用 化 学 方法 合成 的 、 
长 度 不 等 的 DNA 片 
Be, 褐色 和 黄色 圆圈 分 
别 代 表 酵 母 细 胞 和 细 
胞 核 , 红色 三 角形 代表 
载体 序列 。 


图 9-15 显示 了 每 一 


个 被 修饰 部 位 的 人 工 合 


成 的 酵母 染色 体 syn 亚 


的 示意 ( 改 自 L. Reading- 


Ikkanada ) 





25 段 交互 重合 的 生殖 支原体 
DNA 片 段 A1~4、A5~8 等 (17~35 kb) 


ii/ 


oe Lee | 
“ISO Se 
ase 一 





在 酵母 中 合成 生殖 
支原体 基因 组 





国 和 印度 等 国 科学 家 组 成 的 科学 小 组 在 《4 科学》(Science) 杂志 上 发 表 文 章 , 宣布 
在 经 历 了 长 达 7 年 的 研究 后 成 功 地 合成 了 第 一 条 能 行使 正常 功能 的 染色 体 。 这 
条 人 工 合成 染色 体 是 参照 长 度 为 316 617 个 碱 基 对 的 啤酒 酵母 3 号 染色 体 的 基本 
序列 合成 的 , 但 进行 了 500 多 处 人 为 修饰 ,删除 了 大 段 被 认为 是 元 余 的 染色 体 片 
段 ,被 删除 的 序列 约 占 整 个 染色 体 的 15%, 其 中 包括 没有 已 知 功能 的 重复 DNA 和 
转 座 子 、 内 含 子 、 额 外 多 余 的 转运 RNA 基因, 以 及 决定 酵母 交配 性 别 的 基因 ( 失 
去 决定 交配 基因 MA4Ta 会 大 大 增加 交配 型 a 细胞 的 数量 ), 可 以 说 这 个 合成 染色 体 
基本 上 是 没有 “垃圾 DNA” 的。 携带 了 这 个 合成 染色 体 的 酵母 细胞 与 正常 酵母 
细胞 是 难以 区 分 的 。 同 时 也 引入 了 许多 微妙 的 序列 改变 , 包括 终止 密码 子 TAG/ 
TAA 间 的 置换 , 亚 端 粒 区 (subtelomeric region)、 内 含 子 、 转 移 RNA 和 沉默 配对 位 
点 (silent mating loci)、 重 复 序列 等 的 缺失 ,并 插入 了 多 个 便于 对 染色 体 进行 结构 
修饰 的 loxPsym 位 点 (图 9-15)。 这 条 合成 染色 体 总 长 为 272 871 个 碱 基 对 , 取 名 
为 syn Mo syn 亚 在 啤酒 酵母 中 能 正常 行使 功能 ,也 能 正常 复制 。 

图 9-15 中 loxPsym 是 对 称 型 loxP 位 点 (symmetrical loxP sites) 的 缩写 , 它 缺 乏 
典型 的 loxP 位 点 的 结构 方向 性 , 因此 可 以 有 两 个 插入 方向 , 预测 其 造成 倒置 和 缺 
失 的 机 会 相等 , 所 以 可 以 和 被 诱导 产生 的 Cre 重 组 酶 组 成 SCRaMbLE 工具 包 的 分 
子 基础 。SCRaMbLE (synthetic chromosome rearrangement and modification by loxP- 


A 图 loxpsym 括 入 位 点 

人 @ 终止 密码 改变 位 点 

PO 同 义 密码 改变 位 点 

OB 在 缺失 处 插入 loxP 序 列 
E O PCR HRS 

> E ARDER 
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mediated evolution ) 则 是 通过 loxP 介 导 的 合成 染色 体重 组 和 修饰 导致 演化 的 缩写 。 

Cre (causes recombination ) 重组 酶 是 源 自 叹 菌 体 P1 的 一 种 特异 性 重组 酶 ,能 
专 一 性 介 导 两 个 loxP (locus of crossover P1 ) 序列 之 间 的 特异 性 重组 。loxP 长 度 
为 34bp, 由 两 个 13 bp 的 重复 序列 和 夹 在 中 间 的 8 bp 间隔 序列 组 成 , loxP 的 方向 
决定 于 中 间 的 8 bp 间隔 序列 。 改 变 间 隔 序列 的 方向 就 可 改变 Cre 酶 的 重组 切割 
方向 , 而 loxPsym 的 间隔 序列 是 对 称 的 使 Cre 酶 对 loxP 序 列 的 切割 可 能 有 两 个 概 
率 相 等 的 .呈现 动态 平衡 的 重组 方向 。 

尽管 人 工 合成 的 染色 体 syn 亚 只 占 整 个 酵母 基因 组 的 2.5%, 但 是 酵母 是 具有 
复杂 的 细胞 结构 的 真 核 生物 ,合成 酵母 染色 体 远 比 合成 细菌 的 基因 组 困难 。 具 有 
正常 生物 学 功能 的 人 工 合成 染色 体 syn 亚 的 合成 标志 着 构建 完整 的 真 核 生 物 细 
胞 基因 组 的 历史 阶段 已 经 开始 ,有 人 预测 在 4 年 内 有 可 能 合成 包括 16 条 染色 体 的 
酵母 全 基因 组 , 当然 不 一 定 以 16 条 染色 体格 局 来 合成 。 可 以 预料 培育 能 合成 稀 
有 贵重 药物 、 疫 苗 、 生 物 燃 料 或 能 降解 环境 污染 物 等 特异 生产 性 状 的 酵母 新 菌 种 
的 进度 将 大 大 加 快 ,这 将 为 基础 医学 临床 医学 预防 医学 .药学 ,以 及 工业 生物 技 
术 提 供 革 命 性 变革 的 新 动力 , 无 疑 是 合成 生物 学 发 展 的 一 个 里 程 碑 , 这 也 标志 着 
合成 生物 学 从 理论 到 现实 的 转变 。 有 人 甚至 把 合成 syn 亚 时 将 总 长 273 871 个 核 
苷 酸 以 正确 的 序列 一 个 个 连接 成 酵母 基因 , 同时 又 删除 了 大 量 被 认为 是 元 余 的 重 
复 序列 或 含有 跳跃 基因 的 序列 , 加 上 一 系列 缺失 、 插 入、 替换 等 结构 修饰 , 几乎 在 
316 617 个 碱 基 对 中 变动 了 约 50 000 个 碱 基 对 的 漫长 而 艰辛 的 过 程 比喻 为 攀登 珠 
穆 朗 玛 峰 。 

多 年 来 遗传 学 家 已 经 确定 在 酵母 的 大 约 6 000 个 基因 中 只 有 1 000 个 基因 对 
其 生存 是 重要 的 ,删除 其 余 5 000 个 基因 中 的 任何 一 个 都 不 会 产生 重大 影响 ,不 过 
同时 删除 两 个 属于 同一 个 信号 传递 网 络 的 基因 , 就 会 影响 其 生存 。 为 此 , 研究 人 
员 企 图 在 他 们 合成 染色 体 上 的 每 一 个 非 必需 基因 两 侧 装 上 便于 进行 删除 的 标志 
性 结构 元 件 loxPsym, 以 便于 观察 和 检验 被 改变 或 被 删除 的 基因 是 否 会 影响 酵母 
的 存活 。 然 而 , 这 样 做 不 仅 工作 量 极 大 , BEAKER DNALA, 甚至 细胞 死亡 的 
风险 。 研 究 小 组 的 男 一 个 选择 是 改变 终止 密码 ,将 TAG 变 为 TAA。 如 果 能 把 其 
他 染色 体 上 的 所 有 TAG 都 改变 为 TAA, 这 样 就 有 可 能 让 TAG 在 全 新 的 合成 酵母 
细胞 中 编码 自然 的 酵母 细胞 不 会 编码 的 新 氨基 酸 。 特 别 是 syn 下 中 大 量 插 人 的 
loxPsym ,为 深入 分 析 或 改变 染色 体 结构 与 功能 提供 无 限 的 可 能 性 。 

除了 从 头 合成 生物 基因 组 之 外 ,合成 生物 学 的 另 一 个 重要 研究 方向 是 组 合生 
物 中 已 知 的 结构 元 件 来 提高 代谢 效率 。2014 年 ,英国 埃 克 塞 特大 学 (University of 
Exeter) 的 斯 米尔 诺 夫 (N. Smirnoff) 课题 组 将 参与 特定 的 代谢 过 程 的 一 系列 酶 ， 
通过 分 子 支 架 组 装 成 一 个 由 序 贯 代谢 酶 与 相关 细胞 结构 组 分 形成 的 超 分 子 复合 
物 一 一 合成 代谢 体 (synthetic metabolism)。 合 成 代谢 体能 增加 细胞 局 部 中 间 代 
谢 物 的 浓度 和 流量 , 引导 反应 产物 流向 特异 的 亚 细 胞 位 置 , 以 及 减少 有 活性 的 中 
间 代 谢 物 的 漏 逸 , 从 而 降低 维持 给 定 代 谢 速率 所 需要 的 酶 的 数量 , 大 大 提高 蛋白 
质 、 核 酸 和 其 他 生物 活性 物质 的 合成 代谢 效率 。 

最 近 , 美国 哈佛 大 学 的 西 尔 弗 (P. Silver) 将 大 肠 杆菌 只 菌 体 入 的 cyVCro 调控 
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系统 的 元 件 组 合 (参见 第 4 章 § 4.4 节 相关 内 容 ) 引 入 从 小 鼠 肠 道 分 离 到 的 一 株 大 
肠 杆菌 中 。 这 株 经 工程 化 改造 的 细菌 在 体外 培养 时 , 插入 大 肠 杆菌 的 入 叹 菌 体会 
KAIRE A cl, 一 旦 接触 失去 抗菌 活性 的 去 水 四 环 素 (anhydrotetracycline), 就 
会 表达 阻 遏 cl 的 抗 阻 遇 蛋白 Cro。 让 小 鼠 口 服 这 株 工 程 菌 , 小 鼠 的 凑 便 样本 分 析 
证 实 这 株 细菌 已 在 小 鼠 肠 道中 生长 增殖 ,并 持续 表达 阻 过 蛋白 cl。 当 喂 饲 小 鼠 去 
水 四 环 素 后 , 从 类 便 样本 中 采集 到 的 大 肠 杆菌 中 的 入 哈 菌 体 就 会 表达 抗 阻 遏 蛋 白 
Cro。 研 究 表明 确实 有 可 能 在 非常 复杂 的 哺乳 动物 体内 建立 检测 由 环境 进入 体内 
的 特定 化 学 物 的 稳定 的 遗传 报告 系统 。 

当然 , 合成 生物 学 在 快速 发 展 过 程 中 也 遇 到 了 前 所 未 有 的 挑战 。 首 先 , 随 着 
工作 网 络 越 来 越 大 ,其 可 调控 的 难度 和 生物 合成 所 需 的 调控 元 件数 量 会 成 倍 地 增 
加 。 不 仪 元 件 的 数量 会 急剧 增加 , 对 各 种 元 件 的 技术 鉴定 也 更 加 严格 , 因为 插入 
未 经 严格 鉴定 的 元 件 必然 会 增加 反应 的 不 确定 性 。 其 次 ,我 们 对 生物 系统 的 复杂 
性 和 能 动 性 了 解 还 存在 很 大 的 局 限 性 ,特别 是 对 代谢 过 程 精细 调控 的 知识 缺乏 已 
经 成 为 限制 发 展 的 瓶颈 。 此 外 , 还 必须 考虑 在 特定 微 环境 中 所 选用 的 不 同 元 件 之 
间 的 契合 程度 。 最 后 一 点 ,也 是 难度 最 大 的 问题 是 生物 系统 内 在 的 可 变性 带 来 的 
不 规则 变动 , 即 所 谓 的 生物 反应 中 的 “噪声 "” 。 这 种 噪声 造成 的 变异 可 能 成 为 自 
然 选择 的 重要 基础 , 但 是 在 人 工 合成 的 生物 系统 中 就 成 了 难以 捉摸、 难以 控制 的 
大 问题 。 然 而 ,我 们 可 以 相信 合成 生物 学 发 展 的 势头 是 不 可 阻挡 的 。 

可 以 设想 , 人 工 生命 体 的 创造 技术 会 给 我 们 提供 干预 自然 , 甚至 干预 社会 的 
新 途径 。 我 们 可 以 根据 特殊 的 需要 来 设计 和 构建 能 消除 废气 污染 、 净 化 江河 湖 海 
或 产生 生物 能 源 的 新 型 微生物 ,也 可 以 针对 肿瘤 或 其 他 难 治 的 疾病 来 设计 和 构建 
治疗 性 “细菌 ”或 “病毒 ” 。 毫 无 疑问 , 这 是 一 项 有 着 巨大 经 济 和 社会 效益 的 新 型 
技术 。 然 而 ,一 旦 使 用 不 当 , 就 可 能 引发 严重 的 伦理 法律 和 社会 问题 , 甚至 有 可 
能 变 成 人 类 社会 面临 的 一 种 威慑 力 极 大 的 风险 , 例如 , 研制 出 大 杀伤 力 新 型 生物 
武器 的 潜在 可 能 性 会 大 大 增加 , 或 者 会 在 某 一 天 出 现 威胁 人 类 生存 的 奇异 的 新 生 
命 形 态 ,等 等 。 因 此 ,我 们 必须 防范 新 合成 的 生命 体 从 实验 室 逃 逸 到 环境 中 去 ,我 
们 要 制定 和 强制 执行 对 生物 工程 生命 体 及 其 基因 的 无 序 散 布 的 管控 。 必 须 清醒 
地 认识 到 合成 生物 学 或 人 造 生命 技术 有 可 能 被 用 于 生物 勾 怖 主义 ,所 以 有 必要 同 
步 发 展 相应 的 反 制 措施 。 我 们 要 明晰 相关 技术 和 平台 的 所 有 权 、 控 制 权 , 谨慎 处 
理 相关 专利 的 授权 和 市 场 调控 。 为 了 免 受 这 项 技术 小 用 可 能 带 来 的 风险 和 灾难 ， 
我 们 有 责任 及 早 把 这 些 问 题 放 进 议事 日 程 并 告知 公众 。 

从 生物 演化 的 时 间 尺 度 看 ,自然 界 中 生物 物种 内 的 不 同 群 体 之 间 和 不 同 物种 
之 间 的 基因 交流 从 来 没有 停止 过 , 它 是 生物 基因 组 演化 的 一 种 基本 机 制 。 所 以 ， 
物种 的 遗传 完整 性 ,或 者 讲 基因 组 的 稳定 性 是 相对 的 , 而 不 是 绝对 的 。 从 某 种 意 
义 上 讲 , 转基因 技术 只 是 人 为 地 扩大 了 物种 内 和 物种 间 基 因 交 流 的 规模 , 加 快 基 
因 交 流 的 速度 。 加 上 基于 体 细 胞 核 移植 的 克隆 技术 , 使 得 新 的 种 群 、 新 的 物种 的 
设计 和 构建 成 为 实验 室 中 的 一 项 常规 技术 。 毫 无 疑问 , 对 于 实验 室 中 生成 的 新 物 
种 的 环境 释放 ,必须 进行 环境 伦理 学 评估 。 

人 类 在 地 球 上 的 存在 已 经 超过 了 100 万 年 ,我 们 现在 看 到 的 地 球 生态 环境 ， 
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实际 上 并 非 纯 自然 的 原生 态 , 而 是 人 类 与 自然 长 期 相互 作用 的 产物 。 人 类 社会 的 
物质 文明 都 是 以 人 类 对 自然 的 干预 为 前 提 的 。 从 远古 时 代 起 , 人 类 一 直 在 创造 和 
应 用 种 种 选 育 方法 来 驯化 和 培植 能 满足 人 类 自身 的 物质 和 精神 需要 的 动 植 物品 
种 。 在 长 时 期 且 强 有 力 的 人 工 选择 压力 下 ,各 种 农作物 、 家 冀 、 家 禽 、 花 弄 、 牧 革 和 
宠物 等 的 生物 品种 经 历 了 各 种 的 基因 突变 、 染 色 体 畸 变 和 基因 组 结构 重 排 , 它们 
的 遗传 结构 和 表 型 特征 与 其 野生 祖先 物种 之 间 出 现 了 质 的 歧 异 ,这 在 某 种 程度 上 
已 经 超越 了 自然 与 非 自然 的 界限 。 工 程 化 遗传 修饰 技术 只 是 使 人 类 对 这 个 演化 
过 程 的 干预 更 快 、 更 强 、 更 有 效 , 是 人 类 社会 的 科学 与 技术 发 展 到 现 阶段 所 出 现 的 
一 种 改变 人 类 物质 文明 的 新 武器 。 与 核武 器 一 样 ,生物 基因 组 修饰 和 改造 技术 也 
是 一 柄 双 刃 剑 , 必须 审慎 使 用 , 严密 控制 ,不仅 应 该 做 严格 的 科学 评估 , 更 要 从 伦 
理 \ 法 律 和 社会 角度 做 全 面 评 估 。 


遗传 学 也 许 是 20 世 纪 发 展 最 快速 、 变 化 最 剧烈 的 学 科 。 从 当年 孟 德尔 的 经 
典 论文 被 埋没 35 年 , 到 今天 媒体 和 公众 对 人 类 基因 组 计划 和 转基因 食品 的 热切 
关注 , 真 让 人 有 沧桑 之 叹 , 更 不 用 说 其 间 的 政治 和 社会 风波 了 。 

在 遗传 学 发 展 的 历程 中 , 科学 概念 的 更 新 和 实验 技术 的 突破 , 以 及 两 者 的 结 
E, 不断 深化 我 们 对 生物 遗传 和 变异 规律 的 认识 , 也 不 断 增 强 我 们 用 这 些 规律 造 
福 人 类 的 能 力 。 建 立 在 对 基因 作用 分 子 机 制 的 认识 和 DNA 结 构 修 饰 基础 上 的 逆 
向 遗传 学 则 是 概念 更 新 和 技术 突破 的 又 一 个 上 新 的 结合 点 。 

从 孟 德 尔 算 起 , 100 多 年 来 人 类 对 遗传 和 变异 现象 的 研究 经 历 了 多 么 曲折 的 
道路 , 人 们 关于 遗传 物质 结构 和 功能 表达 的 认识 , 经 历 了 一 次 又 一 次 的 升华 。 然 
而 ,这 条 曲折 的 路 还 在 延伸 ,概念 的 升华 必然 还 会 多 次 发 生 , 正 是 在 曲折 和 升华 之 
中 , 人 类 增强 了 对 自然 的 把 握 和 改造 能 力 。1998 年 在 北京 举行 的 第 18 届 国际 遗 
传 学 大 会 上 , 著名 遗传 学 家 谈 家 桢 (C. C. Tan) 教授 作为 大 会 名 誉 主席 提出 将 “ 遗 
传 学 造福 全 人 类 ”(Genetics, Better For All) 作为 会 议 的 宗旨 , 毫 无 疑问 , 这 也 宣示 
了 遗传 学 要 为 全 人 类 服务 这 个 根本 宗旨 。 
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DNA 甲 基 化 酶 (DNA methylferase) 181 

DNA 甲 基 转移 酶 ”150,257,287 

DNA 结 构 多 态 性 202 

DNA 结 构 模 型 30,33,35 


DNA 结 构 受 损 
DNA 结合 蛋白 


DNA 解 聚 酶 
DNA 聚合 酶 


109 
287 


18 
105 


DNA- 磷 酸 钙 共 沉淀 法 “208 
DNA RH 59 
DNA 切 补 修复 207 


DNA 去 甲 基 化 酶 
DNA 双 螺 旋 结构 模型 


150 


19 


DNA 双 螺旋 模型 60 
DNA 损 伤 修复 
DNA 损 伤 修复 基因 
DNA 损 伤 修复 系统 
DNA 损 伤 修复 相关 基因 群 288 
DNA 探 针 201 


DNA 修 复 酶 


106, 


105 


260 
260,285 
104,105 


DNA 异体 催化 ”40,60 
DNA 重 排 276,315 
DNA 重 组 
DNA 重组 技术 76,210 


DNA 重组 酶 


117 


105 


DNA 重组 缺陷 突变 型 细胞 238 


DNA 转 座 子 (DNA transposon) 244,248 


DNA 自体 催化 60 


Dnmtl 
Dnmt3a 
Dnmt3b 


150 
150 
150 


Doppia 转 座 子 


DR5 


284 


254 


Drosha-DGCR8 蛋白 复合 物 156 
Ds-Ac 系 统 235 
E. coliK12(P1) 84,90 


EIA 


262 


elF—2 激酶 
EJ-onc 266,267 
EJ 细胞 癌 基 因 (EJ-onc) 265 


EM 


109 


EMB 75 
EMB 培 养 基 54,65 


EMS 


113 


EM 效应 
ENU 诱 变 系统 
env 242,249 


ER 
ERa 


109 
178 


146 


110 


219 
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erb-B 262 

ERK 275 

ER 效应 110 

ES 细胞 212 

F+ 菌 株 68 

F- 菌 ”68,70,75 

F- 细 菌 73 

F, 3,4 

F, 3,4 

AF508 205,217 

F 72 

FCO RAE 42 

fes/fps 262 

FIAU 212 

F'Lac'/Lac #24 73 

F-La 73 

FIp/FRT A 215 

FMRP 173 

fins (McDorough 猫 肉瘤 病毒 癌 基 因 ) 262, 
271 

F' 因 子 88 

F 质 粒 238 

G418 212 

G4DNA 176 

Gab (GRB2 结 合 蛋 白 ) 275 

GADD445 284 

gag 242,249 

X-gal 329 

A-Gal 87 

gal” 236 

GAP (三 磷酸 鸟 苷 - 酶 激活 蛋白 ) 275 

GRB2( 生 长 因子 受 体 结合 蛋白 2) 275 

CS7P1(glutathione-S-transferase pl) 287 

GU-AG 结 构 138 

G- 四 聚 体 构 型 (G-quadruplex) 176 

H19 160,162 

H3 Lys9 甲 基 转移 酶 ”155 

HAT 选 择 法 196 

HDAC2 290 

Hela 细 胞 145,188 

Hfr 菌 ”68,70,72,73 ,75 

H 仓 细胞 69 

HIVAIDS 病 毒 310 

HIV 病毒 311 

Hogness 框 序 243 





H-ras-l 基 因 272 

Hf 141 

i 304 

I* 304 

IAP (intracisternal A particle) 180 

IP 304 

ICF S44 (immunodeficiency-centromeric 
instability-facial anomalies syndrome) 173 

ICSI 167 

IgA 141 

IgD 141 

IgE 141 

IGF2( 胰 岛 素 样 生长 因子 2) 178,160,287 

Igf2r 160 

IgGl 141 

IgG2a 141 

IgG2b 141 

IgG3 141 

IgM 141 

int 87 

IPTG 54,56 

IR 240 

Jpx 169 

K12(A) 89 

Klenow FrBe 115 

KIf4 (kruppel like factor) 225 

K-ras 269 

Lac -突变 菌 ”54 

Zac4 55 

LacI~ 55 

Lac1* 突 变 菌 ”56 

Laci 突变 57 

LacY© 55 

LacZ” 55 

LacZ 突变 55 

LacZ 122 

LC-10 细 胞 269 

“LDL-LDL 受 体 ” 系统 195 

LDL 受 体 195 

lexA 有 蛋白 107,109 

lin-4 153 

lncRNA/mRNA 对 182 

IncRNA 169,181,184 

InceRNA 调 控 网 络 184 

loxP 214 


loxPsym 331 

loxPsym 位 点 330 

LT224 88 

LT2 细 菌 88 

L- 阿 拉 伯 糖 异 构 酶 ”124 

L- 核 酮 糖 -5- 磷 酸 -4- 表 异 构 酶 

LI 一 核 酮 糖 激酶 ”124 

Le 141 

Hy 144 

Maxam-Gilbert 测 序 法 ”267 

McCP2 和 蛋白 质 (methyl-CpG-biding protein 
2) 172 

MEK 275 

MGMT 287 

MILI 155 

miR-29s 154 

miRNA 153,289,290 

miRNA-155 290 

miRNA-miRNA* 二 聚 体 156 

miRNA fad (antago miRs) 290 

MIWI 155 

MIWI2 155 

MLHI(DNA 错 配 修复 蛋白 1) 

MN 血型 304 

mos(Moloney 小 鼠 肉瘤 病毒 癌 基因 ) 262, 
271 

mRNA 45 

mRNA 前 接 51 

mRNA 前 体 141 

MTX 113 

mT 抗原 基因 270 

Mud 108 

myc 262,271 

myc#f 271 

MYOD ( 生 肌 性 转录 调节 因子 ) 

M 型 245 

N-5 一 磷酸 -1 一 脱氧 核 酮 糖 邻 氨基 茶 甲 
酸 125 

N-5 一 磷酸 核糖 邻 氨基 苯 甲 酸 

Nanog 169 

ncDNA/tgDNA_ 182 

NF1 (神经 纤维 瘤 蛋白 1) 275 

NF-KB 276 

NIH3T3 细胞 270 

N-ras 268 


124 


178,287 


178 


125 


N 端 可 变 区 (V) 

N 基 因 129 

N- 亚 硝 基 - N- 甲 基 逐 (NMU) 272 

N- 乙 酰 转移 酶 ”306 

Oct3/4 (octamer-binding transcription 
factor) 225 

Oct4 169 

O- 硝 基 葵 酚 55 

O- 硝 基 茶 酚 -B- 半 乳糖 董 55 

p16 283,287 

p21 283 

p21lc-Ha-ras 266 

p21™ 266 

p21 蛋白 278 

P22 抗 性 品系 88 

P22 抗 血清 88 

P22 JIA 88 

p27 283 

p53 287 

p53 和 蛋白 283 

PAX6 (发 育 相关 的 成 对 框 基因 6) 

PEG 198 

pats 247,248 

ar 247 

PI-3K-Akt 信 和 号 级 联通 路 ”275 

piRNA 153,155 

Piwi 和 蛋白 153,155 

piwi 互 作 RNA 153 

pol 242,249 

polyU 46 

pp60™ 262 

PRC 154 

PRC2 复合 物 

prt 249 

Py-T 262 

PH! 245 

PIAT (P elements) 244,245 

R 243 

RAF1 275 

RAG 和 蛋白 255 

RalGDP 解 离 作 用 刺激 蛋白 (RALGDS ) 
276 

RALGDS 样 基因 (RGL) 276 

RARB2( 视 黄 素 受 体 B2) 178 

Ras 274,275 


140 


178 


170 
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Ras-GDP 274 

Ras-GTP 274 

rasg 271 

Rb 280 

RB-E2FR 4H 282 

Rb 基因 216 

rDNA 重复 序列 175 

recA 107 

recA-lexA 调控 系统 106,107 

recA 和 蛋白 109 

REF 细 胞 271 

Rett 综 合 征 (Rett syndrome,RS) 172 

RFLP 273,281 

RGL2 276 

Rh 因子 326 

RISC 153 

RLIM 和 蛋白 169 

RNA : DNA: DNA 三 聚 体 158 

RNA : DNA 异 源 双 聚 体 158 

RNAi 155 

RNase IA 153 

RNA- 和 蛋白 质 网 络 175 

RNA 2A 47,58 

RNA F4(RNA interference, RNAi) 155, 
219,256, 257,287 

RNA RAM 238 

RNA 依赖 的 RNA 聚 合 酶 复合 物 (RDRC ) 
155 

RNA 诱 导 沉 默 复合 体 153 

RNA 诱 导 的 沉默 复合 体 153 

RNA 诱 导 转 录 沉 默 (RNA-induced transcription 
silencing,RITS) 155 

RNA 指 导 的 DNA 甲 基 化 256 

RNA 肿 瘤 病 毒 ”242,261 

RNA 转录 谱 318 

ros 262 

RÄ 16 

r RERA 78 

r 工 突 变 株 78 

R 质粒 238,239 

us 144 

SARS 病毒 ”310 

SARS 冠状 病毒 ”308 

SCRaMbLE 工 具 包 330 

SHC ( 含 SH2 结构 域 的 蛋白 质 ) 275 











SHP2( 含 SH2 结 构 域 的 蛋白 酪 氨 酸 磷 
酸 酶 ) 275 

siRNA 153 

sis( 猴 肉瘤 病毒 癌 基 因 ) 271 

sno-IncRNA 161 

snoRNA 161 

SNRPN 160 

SOS 调控 系统 109 

SOS 基 因 108 

SOS 系 统 105-107 

SOS 系统 基因 108 

SOS 应 激 状态 107 

Sox2 (sex determing region Y box 2, 又 称 
SRY) 225 

sre 262,300 

Src 基 因 215 

SV40 94 

SV40DNA 93 

SVA (short interspersed element/variable 
number of tandem repeat/Alu) 248 


syn Il 330,331 
SĂ 16 

S-AR FARR 150 
TË 22 

TË 22 

T1 接 受 点 22 
TATA 序 框 138,144 
TDNA 219 

7P53 基 因 283 


tRNA 45,47,50 

tsmiR 模拟 物 (miRNA mimic) 290 
ts 突变 81 

ts 突变 型 81 

T 抗 原 基 因 270 

T 淋 巴 瘤 侵袭 转移 因子 1 (TIAM1) 276 
U3 243 

US 243 

UBE3A 突变 160 

umuC 106 

U 形 培养 管 64 

V-D-J BRIE (V-D-J joining) 141 
v-erbB 278 

v-Ha-ras_ 265 

Vo D-RE 143 

VHL (von-hippel landau) 287 


V-JERiE(V-J joining) 141 

VJ. ARIE 142 

v-ras 268 

中 xX174 94 

Xic 区 段 168 

Xist RNA 168 

X 连 锁 a 地 中 海 贫血 / BHA RA BMA 
ÎE (X-linked alpha-thalassemia/mental 
retardation syndrome, ATR-X) 175, 
176 

XE 168 

X 染 色 体 8,168,317 

X 染 色 体 的 随机 失 活 169 

X 染 色 体 失 活 169,170,315 

XX 染色 体 失 活 特异 性 转录 子 (X-inactive 
specific transcript, Xist) 168 

XH 15,276 

X 射 线 衍射 32 

X 射 线 衍 射 分 析 19,30,133 

X 射 线 衍射 分 析 技 术 20 

XKR 168 

X 失 活 中 心 (X-inaction center, Xic) 168 

X 物 质 12 

yes 262 

Y 染 色 体 8 

ZEB!1 (zinc finger E-box binding protein 
1) 289 

ZEB2 (zinc finger E-box binding protein 
2) 289 


A 
叫 啶 黄 类 诱 变 剂 ”42 
阿尔 蒋 海 默 病 319 
阿 格 诺 和 蛋白 (Argonaute protein) 153 
阿 基 米 德 原理 37 
阿拉 伯 糖 操纵 子 124,125 
埃 博 拉 病 毒 (Ebola virus) 308,310 
埃 博 拉 病毒 出 血 热 ”308 
埃及 血吸虫 Schistosoma haematobium 
313 
癌变 132 
FAJE] (oncogene) 202,209, 215,235,242, 
260-262 ,270, 285,290 
癌 细 胞 311 
癌 细 胞 克隆 312,318 
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癌 细 胞 群体 318 

癌症 176,305,313 

癌症 表 观 遗传 学 ”287 

癌症 化 疗 药物 111 

癌症 基因 组 图 集 (The Cancer Genome 
Atlas, TCGA) 290 

安 格 尔 曼 综合 征 (Angelman syndrome ) 
160,319 

安全 性 322 

AK aK 240 

氨基 葵 磺 酰胺 ”239 

氨基 栈 转 运 RNA 合 成 酶 ”50 

暗物质 (dark matter) 156,291 

暗 修复 系统 104 


B 
巴豆 油 277 
靶 DNA 250 
Wty 56 
靶 标 基因 108 
WEA 16 
靶 酶 ”111 
靶 位 复制 序列 (target site duplication, TSD) 
250 
靶 位 特异 性 159 
靶 细 胞 321 
靶 向 治疗 321 
靶 型 突变 111 
靶 型 致 突 (targeted mutagenesis) 109,110 
靶 组 织 321 
白眉 和 白 颈 猴 Cercocebus torquatus 311 
白细胞 19 
白血病 322 
白眼 突变 245 
半 保 留 复制 模式 (semiconservative model ) 
35,38 
半 甲 基 化 (hemimethylation) 150 
半 乳 糖 操纵 子 236 
PFL 53 
B 半 乳糖 音 酶 ”53,54,108,120 
半 乳 糖苷 乙酰 转移 酶 54 
半 乳 糖 糖苷 酶 基因 Zac Z 329 
半 乳 糖 透 性 酶 ”54 
半 选 择 法 (half-selective system) 197 
伴 性 基因 198 
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伴 性 隐 性 遗传 病 216 

MURERE CC) 30 

WERA 271 

保护 性 修饰 92 

保守 序列 (conserved sequences) 142 

报告 基因 (reporter) 108,213 

贝克 威 思 - 怀 德 曼 综 合 征 (Beckwith- 
Wiedemann syndrome,BWS) 162, 
163 ,287 

倍数 性 改变 99 

ENAR 12 

葵 两 氨 酸 操纵 子 128 

XJF (a) HE [ benzo(a)pyrene,BP | 263 

通 近 法 32 

鼻 上 皮 细 胞 207 

比较 基因 组 学 ”163 

闭经 307 

避孕 306,307 

编程 149 

编码 区 296 

编码 序列 ”135 

变量 24 

变形 虫 Amoeba proteus 41 

变性 肝 细 胞 灶 216 

变异 病原 体 310 

变异 型 细胞 190 

变 应 性 肌 张 力 障碍 ”326 

标志 基因 68-70,190,192,199 

标准 化 连接 元 件 328 

表达 背景 266 

表达 期 ”192 

表达 潜能 ”160 

表 观 沉默 154 

表 观 沉默 机 制 258 

表 观 等 位 基因 (epialleles) 184 

表 观 基因 治疗 (epigenetic therapy) 184 

表 观 基因 组 (epigenome) 167,184 

表 观 基因 组 学 (epigenomics) 184 

表 观 突变 (epimutation) 172 

表 观 遗传 (epigenetic inheritance) 149 

表 观 遗传 标记 “151,152,183 

表 观 遗传 病 (epigenetic disease) 176,184 


表 观 遗传 调控 (epigenetic regulation) 149, 


182,257 
表 观 遗传 调控 机 制 ”256 





表 观 遗传 环 路 ”154 

表 观 遗传 缺陷 性 疾病 167 

表 观 遗传 灸 其 性 178,181 

表 观 遗传 型 167,180 

表 观 遗传 修饰 (epigenetic modification) 149, 
183,276,314 

表 观 遗传 修饰 网 络 155 

表 观 遗传 学 (epigenetics) 147,149 

表 观 遗传 学 监测 ”167 

表 观 遗传 学 漂 变 (epigenetic drift) 178, 
179 

表面 受 体 262 

表现 型 3,19 

表 型 64,119,302,304 

表 型 变异 190 

表 型 迟缓 ”192 

表 型 可 变性 181 

表 型 驱动 分 析 219 

表 型 饰 变 190 

表 型 效应 180,211,215,247 

表 型 效应 分 析 211 

丙肝 病毒 (HCV) 292 

丙酮 酸 激酶 139 

并 发 转 导 (cotransduction) 88,89 

并 发 转 导 子 88 

并 发 转化 (cotransformation ) 209 

病毒 ”255 

病毒 癌 基 因 (v-onc) 261,267,271 

病毒 感染 216 

病毒 探 针 杂交 264 

病毒 致癌 ”261,270 

病毒 致癌 假说 ”242 

病原 菌 ”307 

病原 体 305,307 

玻璃 样 转化 (glassy transformation) 75 

(ASR EV (Burkitt lymphoma) 271 

泊 松 分 布 21,23,25 

补充 培养 基 64 

补 加 培养 基 14 

哺乳 动物 160 

哺乳 动物 X 染 色 体 失 活 157 

哺乳 动物 克隆 208 

哺乳 动物 体 细胞 克隆 ”166 

哺乳 动物 整体 模型 215 

哺乳 期 307 


不 等 交换 280,299 

不 断 分裂 的 细胞 (dividing cell) 178 
不 可 遗传 的 变异 302 

不 育 果 蝇 ”245 

部 分 合子 (merozygote) 73-75 
部 分 双 价 体 88 


C 


参差 性 检验 ”25 

参数 决定 序列 190 

参照 基因 组 297 

操纵 基 (operator gene) 57-60, 119, 
120,129 

操纵 子 (operon) 52,58,119 

操纵 子 复合 体 (complex of operons) 128, 
129 

操纵 子 模型 235 

操纵 子 融合 技术 (operon fusion) 108 

操纵 子 学 说 52,58,60,119 

测 交 4 

插入 区 序列 244 

插入 型 生物 诱 变 剂 252 

插入 型 载体 217 

插入 序列 (insertion sequence,IS) 236 

查 加 夫 当 量 定律 ”31,33 

差异 甲 基 化 (differential methylation) 160 

差异 甲 基 化 区 域 (DMR) 162,288 

差异 甲 基 化 杂交 (differential methylation 
hybridization, DMH) 184 

差异 性 印迹 318 

拆 合 实验 39 

产 前 诊断 193 

长 端 部 重复 序列 (long terminal repeat, 
LTR) 249 

长 链 非 编 码 RNA (IncRNA) 152,156 

长 链 非 编码 核糖 核酸 ”152 

长 未 端 重复 序列 (long terminal repeat， 
LTR) 235,243 

长 散布 重复 元 件 (long interspersed nuclear 
element,LINE) 248 

长 尾 猕猴 Macaca fascicularis 326 

肠 道 菌 系 平衡 失调 256 

常 染色 体 8 

常 染色 体 隐 性 突变 16 


常 染色 体 隐 性 遗传 病 ”173,203 





常 染色 质 151,168,176 

常 染色 质 区 315 

超 表达 突变 型 细菌 ”120 

超 表达 组 成 突变 型 ”126 

超 感 86 

超级 小 鼠 211 

超 甲 基 化 ”154 

沉默 基因 150 

沉默 配对 位 点 (silent mating loci) 330 

沉默 突变 99 

成 年 型 B 珠 蛋白 基因 144 

成 体 干细胞 (adult stem cell, AS 细胞) 
323 

持家 非 编 码 RNA 152 


持家 基因 216 
Hee 308 
出 生 后 死亡 ”222 


穿梭 载体 (shuttle vector) 323 

串联 重复 序列 176 

垂体 瘤 ”216 

纯 系 学 说 (pure line theory) 302 

HHZ (estrogens) 136 

肉 激 素 受 体 a 基 因 178 

WIE (hypoxanthine, H) 196 

URES SR RE N 
(hypoxanthine-guanine phosphoribosyl 
transferase, HPRT) 196,216 

RBIS GRP (Hyp) 112 

次 级 siRNA 155 

KAR 201 

HE 169 

从 头 甲 基 化 酶 (de novo methylase) 150 

促 癌 基 因 LMOZ 322 

ICEA Bax 284 

{eit (promotion) 277 

促进 剂 (promoter) 277 

促进 子 122 

催化 结构 域 249 

催化 亚 单位 146 

脆性 和 震颤 性 共 济 失调 综合 征 (fragile X 
tremor ataxia syndrome,FXTAS) 175 

脆性 X 智 力 低 下 蛋白 173 

脆性 X 智 障 基 因 (fragile X mental 
retardation-1, FMRI1) 173 

脆性 义 综合 征 (fragile-X syndrome, FXS) 
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173,174 
存活 率 4,304 
错 调控 ”183 
错 配 碱 基 101 
错 配 率 101 
错 义 突变 (missense mutation) 81,99,284 


D 


打靶 位 点 213 

打靶 载体 (targeting vectors) 212,213 

KG Escherichia coli 22,63,89 

KH 247 

大 脑 皮质 326 

大 气 污染 物 292 

大 鼠 肝 细胞 RLSE 110 

KEV RAEN (REF) 270 

大 鼠 细 胞 表面 抗原 HLA-DR 209 

代谢 产物 ”12 

代谢 次 级 信使 ”121 

代谢 降解 物 120 

代谢 途径 192 

代谢 效率 ”331 

代谢 抑制 ”192 

代孕 母 猴 324 

单 氨基 酸 多 肽 48 

单 倍 体 14,15,99 

单 倍 体 世 代 62 

单 倍 性 不 足 性 (haploinsufficiency) 285 

单纯 疱疹 病毒 ”208 

单 等 位 基因 活性 (monoallelic activity ) 
160 

单个 染色 体 208 

单 核 车 酸 多 态 (single nucleotide 
polymorphism,SNP) 184 

单 基因 疾病 ”217 

单 基因 遗传 病 ”321 

单 碱 基 突 变 218 

单 交换 74 

单 菌 培养 物 21 

单 菌 释 放量 21 

单 菌 释放 试验 21,91 

单 拷贝 基因 135,298 

单 拷贝 序列 135 

单 克隆 抗体 210 

单 链 DNA 哈 菌 体 Ml3mp8 114 








单 链 断 型 ”192 

单 链 结合 蛋白 39 

单 链 态 123 

单 体 99 

单 体 化 103 

单位 点 诱 变 率 218 

单位 性 状 278 

单 细 胞 克隆 188 

胆固醇 ”195 

胆固醇 酯 ”195 

蛋白 产物 199 

蛋白 复合 体 151 

蛋白 复合 物 170 

蛋白 激酶 、279 

蛋白 激酶 C(PKC) 276 

蛋白 酶 抑制 缺陷 症 193 

蛋白 质 60 

蛋白 质 编码 基因 150 

蛋白 质 表 达 谱 318 

蛋白 质 合 成 50 

蛋白 质 外 壳 20,21 

蛋白 质 一 级 结构 ”1,59 

蛋白 质 组 双 相 电泳 图 谱 329 

AGF 103 

TFAA 115 

等 速 表 达 119 

等 位 基因 (allele) 4,6,7,304 

等 位 基因 频率 ”303 

等 位 接种 板 25 

等 位 菌落 25,26 

低 表 达 突 变型 (down mutant) 122 

低 密度 脂 和 蛋白 (LDL) 195 

低频 转 导 (low frequency transduction, 
LFT) 89 

低 渗 处 理 技术 189 

迪 乔治 综合 征 (DiGeorge syndrome) 218 

抵御 反应 ”308 

oa 地 中 海 贫血 175,295 

B 地 中 海 贫血 295 

B 地 中 海 贫 血 症 139 

a 地 中 海 贫血 症 139 

第 二 类 广 谱 糖 酵 突 变型 121 

第 二 密码 151 

第 一 类 广 谱 糖 酵 解 突变 型 121 

第 一 性 原理 32 


颠 换 98 

点 斑 印 迹 杂 交 法 (dot-blot hybridization ) 
115 

点 突变 98 

电镜 观察 ”133 

电离 辐射 ”103,254 

电压 依赖 钾 离子 通道 蛋白 ”162 

电泳 带 93 

电泳 分 析 93 

È 260 

调节 环 路 ”275 


调节 基因 (regulator gene) 54,55,58,119, 


233 
调节 级 联 反应 (regulatory cascades) 278 
调节 结构 域 (regulatory domain,R) 205 
调节 控制 序列 210 
调节 信息 328 
调控 ncRNA 152 
调控 基因 233 
调控 区 段 108 
调控 网 点 279 
调控 网 络 175,279 
调控 信息 53 
调控 亚 单位 146 
调控 异常 细胞 210 
调控 因子 16 
调控 元 件 (regulatory elements) 213,332 
定点 突变 (site directed mutagenesis) 215 
定点 诱 变 114 
定量 模型 ”179 
定量 生物 学 40 
定量 突变 研究 ”190 
定量 研究 188 
定位 克隆 (positional cloning) 203,204 
定位 克隆 技术 189 
定向 变异 115 
定向 诱导 分 化 ”323 
动 基 体 (kinetochore) 173 
动脉 粥 样 硬化 ”178,195 ,313 
动态 突变 (dynamic mutation) 174 
动物 致癌 模型 274 
豆 血 红 和 蛋白 (leghemoglobin ) 基因 300 
毒性 308 
独立 分 配 4,5 
读 码 起 点 “44 





端 部 反 向 重复 序列 (terminal inverted 
repeats, TIR) 255 

端 部 着 丝 点 染色 体 8 

HPL 176,178,223 

端 粒 酶 ”223,258 

端 粒 重组 ”155 

短 的 散布 因子 R(short interspersed 
element-R,SINE-R) 249 

短 链 干扰 RNA 153 

短 散 布 重复 元 件 (short interspersed nuclear 
element,SINE) 248 

断裂 10 

对 称 型 loxP (symmetrical loxP sites) 330 

对 等 交换 (reciprocal) 75 

对 数 生长 期 120 

对 氧 磷 酶 (paraoxonase) 204 

BLAS 146 

多 售 体 99 

多 发 性 内 分 泌 腺 瘤 致 病 基 因 1 (multiple 
endocrine neoplasia typel ,MEN1) 285 

多 发 性 硬化 症 (multiple sclerosis) 307 

多 核 苷 酸 混 合 物 46 

LIZARBE 30 

多 环 芳烃 277 

多 基因 疾病 218 

多 聚 A 信 号 序列 ”251 

多 聚 胞 喀 啶 核 苷 酸 (polyC) 45 

BRA AGH (polyQ) 326 

多 聚 核糖 核 苷 酸 45 

多 聚 尿 喀 啶 核 苷 酸 (polyU) 45 

多 聚 腺 苷 二 磷酸 核糖 (ADP-ribose) 208 

多 聚 腺 味 叭 (polyA) 138 

ERREZE (ploy A) 45 

多 聚 腺 味 叭 加 尾 信号 序列 (polyadenylation 
site) 213 

多 聚 腺 味 叭 信号 序列 ”300 

ZF (Dolly) 166 

多 莉 羊 ”189,221,222 ,224,320,322 

多 瘤 病毒 ”262 

多 能 干细胞 226,318 

多 梳 蛋 白 316 

多 梳 蛋 白 群 317 

多 梳 蛋 白 抑 制 复 合 物 PRC2 163 

多 梳 抑 制 复合 物 154 

多 梳 招募 因子 (polycomb recruitment factor ) 
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170 
多 顺 反 子 tp mRNA 125 
多 态 现象 254 
多 肽 的 修饰 51 

多 糖 艾 膜 16 

多 体 99 

多 线 染 色 体 8 

多 效 阻 遏 作用 56 

多 重 缺 陷 突变 型 63 
多 重 突变 体 62 
多 重 突变 株 43 


恶性 症 疾 ”305 
恶性 肿瘤 ”260 
恶性 转化 ”261 ,266 
恶性 转化 活性 ”264 
恶性 转化 细胞 集落 ”270 
二 倍 体 生 物 160 
二 核 苷 酸 47 
二 级 结构 241 
二 级 生长 86 
二 级 抑制 突变 43 
二 硫 键 114,116 
二 穗 短 柄 草 297 
二 元 化 185 

F 
发 病 率 308 
发 夹 状 双 链 RNA 153 
发 育 的 全 能 性 ”167 
发 育 全 能 性 212,323 
发 育 生物 学 ”314 
发 育 时 序 143 
RABEL 176 
HE 327 
繁殖 世代 62 
反馈 调控 ”131 
反馈 式 调控 系统 125 
反 密 码 子 50 
反 式 结构 80 
反 式 作用 调节 158 


反 向 多 效 性 状 (antagonistic pleiotropy ) 


313 
反 向 回 文 序列 110 








反 向 重复 序列 (inverted repeat sequences, 
IR) 238-240,243,244,249,255 

反 义 lncRNA 157 

反 义 转 录 产 物 156 

反应 时 间 134 

反 转 病毒 ”242 

反 转 录 酶 ”242 

泛 癌症 (pancancer) 研 究 290 

泛 癌症 研究 292 

泛 生 假 说 (hypothesis of pangenesis) 302 

泛 素 -蛋白 连接 酶 (Cubiquitin-protein 
ligase) 160 

泛 素 连接 酶 MDM2 283 

泛酸 化 149 

YF (pangen) 302 

范 德 瓦 耳 斯 力 30 

方差 22 

Pi tein (fluctuation test) 25,191 

放射 性 胸腺 喀 啶 113 

放射 自 显影 94 

JEBÆ DNA 176 

非 DNA 序列 信息 149 

非 靶 型 突变 111 

非 靶 型 致 突 (untargeted mutagenesis) 109, 
110 

非 倍 数 性 改变 99 

非 编 码 RNA 291,315,317 

非 编码 核糖 核酸 149,152 

非 编 码 区 182 

非 编码 区 DNA 296 

非 编 码 区 段 296 

非 等 位 基因 7 

非 等 位 基因 间 同 源 重组 (nonallelic 
homologous recombination, NAHR) 251 

非典 型 性 肺炎 [ infectious atypical pneumonia 
308 

非 调 控 信 息 区 301 

非 翻 译 区 (UTR) 249 

非 感 染 性 因子 84 

非 基 因 组 调控 146 

非 甲 基 化 150 

非 结 构 信 息 区 301 

非 连续 变异 性 状 2 

非 淋 巴 细胞 系统 299 

非 溶 原 性 细菌 ”84,86,88 


非 生物 高 技术 320 

非特 异性 50 

非特 异性 变 应 原 306 

非 同 源 端 部 融合 (non homologous end 
joining, NHEJ) 251 

非 同 源 染 色 体 7 

非 选择 基因 66 

非 选择 性 标记 65 ,209 

非 选 择 性 培养 基 190 

非 预期 后 果 (unintended consequences) 
320 

非洲 绿 猴 311 

非洲 爪 蛙 Xenopus laevis 145 

非洲 锥 虫 310 

非 转 导 噬 菌 体 89 

非 转录 区 176 

非 自 主 型 逆转 座 子 248 

非 自 主 型 转 座 子 247,255 

肥胖 306 

肥胖 症 319 

肺癌 ”153,253 ,268,276,288 

肺炎 球菌 Streptococcus pneumoniae 16 

肺炎 衣原体 Chlamydia pneumoniae 313 

费城 染色 体 (Philadelphia chromosome) 
276 

分 布 型 201 

分 化 132 

分 化 发 育 215 

分 离 2,64,65,100 

分 离 定 律 4 

分 裂 后 细胞 (post-mitotic cell) 178 

分 枝 酸 125 

分 子 靶 标 216 

分 子 标记 157,268 

分 子 病 193 

分 子 病理 学 ”193 

分 子 发 生 学 ”312 

DFE 288 

分 子 机 器 172 

分 子 寄 生物 76 

分 子 考古 学 296 

分 子 克 隆 201 

分 子 密度 37 

分 子 模型 236 

RFK 172 
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Sy FRET 202 

分 子 陷阱 157 

分 子 演化 谱 314 

分 子 医学 177 

分 子 遗 传 学 11 

分 子 遗 传 学 中 心 法 则 ”15 

分 子 原 位 杂交 技术 202 

分 子 杂 交 41 

分 子 诊断 202 

分 子 支架 331 

分 子 直径 33 

分 子 种 系 发 生 311 

风险 分 析 320 

浮力 37 

辐射 本 底 101 

辅助 生育 技术 167 

辅助 噬菌体 90 

父 本 2 

父 源 基因 印迹 ”223 

父 源 染色 体 ”160 

负 调 控 216 

负 反 馈 回 路 283 

负 控 制 123 

负 控 制 调节 蛋白 125 

负 向 选择 标记 212 

负 选 择 250,254 

附加 体 (episome) 72 

附着 体 75 

复 等 位 基因 5,6,59,78 

复活 率 110 

复活 试验 106 

复眼 13 

复制 1,30,31,79 

复制 叉 ”39 

复制 的 半 保 留 性 35 

复制 的 精确 性 35 

复制 起 始点 39 

复制 序列 ”74 

复制 -粘贴 (copy-and-paste mechanism ) 
转 座 模式 251 

副 突变 (paramutation) 316 

富 集 突 变型 细胞 192 

富 集 效率 212 

富 甲 基 饲 料 180 
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G 


$5} % (calmodulin) 218 

概率 10 

干扰 素 基 因 296 

干扰 素 基 因 复 合体 202 

干细胞 312 

干细胞 命运 决定 ”323 

干细胞 生物 学 188 

干细胞 移植 322 

干预 性 研究 215 

甘氨酸 缺陷 突变 (Gly-) 112 

甘氨酸 营养 缺陷 突变 207 

甘油 120 

甘油 三 丁 酸 酯 酶 18 

肝癌 253,276,313 

肝 细 胞 癌 216 

肝 纤 维 化 ”216 

肝 硬 化 216 

感冒 病毒 ”207 

感染 滴 度 76 

Pik H Et (Okazaki fragment) 40 

高 表达 突变 型 (up mutant) 122 

高 放射 活性 标记 202 

AR 297 

高 密度 脂 蛋 白 (HDL) 195 

高 频 重组 (high frequency recombination, 
Hfr) mA 68 

高 频 转 导 (high frequency transduction, 
HFT) 89 

高 通 量 检测 ”185 

高 突变 率 310 

高 效 抗 逆 病毒 治疗 (highly active 
antiretroviral therapy, HAART) 311 

戈 德 堡 - 霍 格 内 斯 序 框 (Goldberg-Hogness 
box) 138 

割裂 基因 (split gene) 135,137 

隔离 ”305 

隔离 子 (insulator) 162 

个 体 发 育 314 

个 体 甲 基 化 组 179 

个 性 化 医疗 306 

工程 化 修饰 211 

工程 化 遗传 修饰 技术 ”333 

功能 互补 271 











功能 互补 分 析 207 

功能 互补 群 207 

功能 基因 233 

功能 基因 组 219 

功能 基因 组 学 (functional genomics) 211 

功能 性 和 蛋白质 170,181 

功能 性 基因 256 

功能 性 意念 302 

供 核 细胞 167 

供 体 69 

供 体 DNA 209,250 

供 体 基因 组 75 

供 体 菌 ”55,68 

供 体 菌株 ”17 

供 体 物种 328,329 

供 体 细胞 67,68,88 

宫颈 癌 292 

共 激 活 因 子 159 

共 价 键 30 

共生 物 308 

共 抑 制 因子 ”159 

共 转 移 (co-transfer) 209 

构 型 改变 114 

孤 肉 生殖 160 

SAH 278,281 

骨肉 瘤 细 胞 283 

骨髓 干细胞 226 

上 骨髓 瘤 细 胞 210 

上 骨 骨 移植 ”322 

上 骨髓 异常 增生 症 292 

固体 培养 基 75 

FHE 114 

SARE 274 

管状 腺 细胞 136 

光复 活 103 

光复 活 基因 zjpr(photoreactivation) 103 

光 裂 合 酶 (photolyase) 103 

光 修 复 103 

果 蝇 伴 性 遗传 11 

果 蝇 复眼 8 

RFI 29 

果子 狸 (palm civets) 310 

过 度 生 长 综合 征 (overgrowth 
syndrome) 162 

过 客 链 153 


过 人 敏 ”306 
过 敏 症 307 


H 


哈代 - 温 伯 格 平衡 定律 (Hardy-Weinberg 
equilibrium) 303 

汗腺 细胞 培养 物 189,205 

合成 代谢 操纵 子 125 

合成 代谢 体 (synthetic metabolism) 331 

合成 生物 学 (synthetic biology) 319,328 

荷兰 的 饥饿 之 冬 (The Dutch Hunger 
Winter) 183 

WEA 132,173 

核定 位 信号 283 

核 苷 磷酸 化 酶 ”199 

KR 30 

核 苷 酸 结合 结构 域 (nucleotide-binding 
domain) 205 

ZERE 190 

核 苷 酸 序 列 测定 ”115 

核 膜 132 

KARA 271,279 

核 仁 小 分 子 RNA 161 

核 仁 形成 区 234 

核 受 体 共 激活 因子 (neclear receptor 
coactivator, Ncoa2/Src) 253 

BZ (nuclein) 19 

核酸 60 

核酸 酶 降解 分 析 133 

核酸 内 切 酶 Dicer 153,316 

核酸 外 切 酶 ”104 

核糖 核酸 (ribonucleic acid,RNA) 16,19 

核糖 核酸 酶 ”18 

核糖 体 41,45,47,50,51,83,127 

核糖 体 RNA (rRNA) 50,152 

核 外 基因 190,231 

核 外 遗传 物质 208 

核 小 体 (nucleosome) 133,315 

核 小 体重 塑 复合 物 315 

核 小 体重 塑 因 子 (nucleosome remodeling 
factor, NURF) 181 

核 小 体重 组 试验 133 

BB 160 

核 遗 传 物 质 208 

赫 尔 希 42 








TER 8,244,256 

黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster 6 
黑色 素 180 

黑猩猩 ”297,311 


= ££ iH (Huntington disease, HD) 175, 


326 

享 廷 顿 蛋白 (huntingtin,HTT) 326 
HEEB (Ca) 141 
EEC) 141 

恒 河 猴 HD 模型 ”326 

红 白 血 病 细胞 系 145 

4, SEHI Neurospora crassa 155 
红细胞 壳 膜 210 

红眼 基因 256 

宏基 因 组 学 (metagenomics) 256 
猴 病 毒 SV40 93,262,282 

猴 免 疫 缺 陷 病毒 (SIV) 310 

后 生育 存活 期 307 

后 生育 期 311 

后 随 链 40 

候选 基因 205 
琥珀 突变 (amber mutation) 42 
正 珀 型 无 义 突 变 56 

互补 30 

互补 分 析 129 

互补 链 103 

互补 群 80,208 

互补 试验 86 

互补 双 链 ”115 

互利 共生 310 

互 饲 64 

花 斑 型 231 

花 青 素 (anthocyanin pigments) 254 
化 学 键 理论 31 

化 学 融合 剂 198 

化 学 信息 54 

化 学 修饰 210 

化 学 诱 变 剂 189,263 
化 学 致癌 物 277 

怀孕 期 307 

还 原 论 20 

还 原 态 114 

环境 伦理 学 332 

环境 释放 ”332 

环境 选择 ”62 
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环境 压力 184 

环境 因素 182,215 

环境 因子 敏感 性 180 

环境 诱 变 剂 ”101,106,109,116 

环 磷 腺 昔 (cAMP) 121 

IRER 262 

环 状 DNA 4) F (closed-circular double- 
stranded DNA,cc-DNA) 71,74,75, 
115 

环 状 染色 体 71,235 

环 着 丝 粒 区 域 173 

黄色 素 180 

wale 240 

回复 突变 16,42, 190,260 

回 文 序列 93,94,120,122,125,126 

活化 基因 Ac (activator) 232 

活化 态 146 

活 细胞 分 析 117 

活性 氮 (reactive nitrogen) 313 

活性 抑制 物 55 

获得 性 疾病 178 

获得 性 遗传 (the inheritance of acquired 
characters) 22,62,302 

霍 利 迪 (R. Holliday) 176 


J 


肌 动 蛋白 276 

肌 球 蛋白 20 

肌 球 蛋白 基因 300 

WAAR MARAE EE 224 

鸡 卵 清 蛋白 基因 210 

基本 培养 基 14,64 

基底 细胞 癌 319 

基因 1,2,7,59,60,302 

基因 编程 254 

基因 编码 序列 (coding sequence) 213 

基因 表达 程序 167 

基因 表达 调控 119 

基因 表达 模式 (gene expression pattern ) 
149,314 

基因 表达 谱 179,318 

基因 表达 网 络 256 

基因 表达 增强 子 (enhancer) 213 

基因 表达 重 编程 157 

基因 捕获 (gene trap) 213,218 











基因 沉默 150,151,170,257 

基因 得 298 

基因 打靶 (gene targeting) 212 

基因 岛 (gene islands) 257 

基因 的 不 连续 性 ”295 

基因 的 不 稳定 性 296 

基因 的 复合 性 298 

基因 的 精细 结构 63 

基因 的 能 动 性 299 

基因 的 “座位 (locus)” 81 

基因 滴 度 (gene titration) 218 

基因 定点 诱 变 技术 269 

基因 定位 63 ,85,86,208,234,246 

基因 工程 95 

基因 工程 动物 189 

基因 工程 技术 89 

基因 工程 小 鼠 168 

基因 工程 学 76 

基因 活化 150 

基因 集团 255 

基因 家 族 219,298,301 

基因 间 IncRNA 157 

基因 间隔 区 (intergenic spacer,IS) 249 

基因 间隔 序列 156 

基因 交换 234 

基因 结构 元 件 254 

基因 克隆 (gene cloning) 201,215 

基因 库 304,324 

基因 扩 增 ”276 

基因 连锁 法 则 5 

基因 连锁 图 70 

基因 内 调控 因子 (intragenic control 
element) 145 

基因 频率 304 

HARRA (gene knockin) 213 

基因 示 踪 214 

基因 剔除 (gene knock-out) 168,213 


基因 突变 ”62,98,109,117,184,190,276， 


292,304,305 
基因 突变 率 25 

基因 文库 (gene library) 265 

基因 芯片 、173 

基因 型 3,9;19,64,119,182,302,304 
基因 型 频率 303 

基因 序列 72 


基因 印迹 156,223,257,319 

基因 诊断 206 

基因 治疗 207,292,319,321,323 

基因 重新 激活 ”292 

基因 重组 73 

基因 转 染 280 

基因 转移 145,188,189,208 

基因 组 库 (genome pool) 223 

基因 组 水 平 297 

基因 组 文库 204 

基因 组 休克 (genomic shock) 254 

基因 组 修饰 技术 208 

基因 组 学 ”152 

基因 组 移植 (genome transplantation) 329 

基因 组 移植 体 (genome transplants) 329 

基因 组 印迹 (genomic imprinting) 160 

基因 座 调控 区 (locus control region, 
LCR) 298,299 

基因 座位 98 

基于 RNA 的 沉默 机 制 257 

激活 蛋白 124 

激活 性 复合 物 158 

HORE 169 

激活 子 169 

激素 15 

激素 调节 121 

激素 基因 202 

激 肽 及 物质 140 

激 肽 P 物 质 140 

级 联 磷酸 化 (phosphorylation cascade) 
146 

极 低 密 度 脂 蛋白 (VLDL) 195 

极 性 突变 236,237 


极 早 期 糖尿 病 218 
即时 浓度 ”134 
急性 散 系 白血病 154 
疾病 模型 212 


疾病 相关 基因 189,205 ,252 

SK RIA (poliovirus) 328 

ASB FE AAA (spinocerebellar 
ataxia,SCA) 175 

计数 过 程 169 

技术 伦理 320 

剂量 190 

剂量 补偿 机 制 168 
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剂量 依赖 性 激活 ”169 

剂量 依赖 性 抑制 ”169 

AEH 307 

寄生 虫 制剂 307 

寄生 性 DNA (parasitic DNA) 287 

寄生 因子 181 

寄主 DNA 尾 端 241 

寄主 范围 76 

寄主 范围 变异 76 

寄主 范围 突变 (host range mutant) 81 

寄主 范围 突变 体 77 

寄主 适应 性 变异 90 

寄主 细胞 21,76,90,105 

寄主 细胞 基因 组 238 

寄主 细胞 溶 裂 86 

加 工 过 的 基因 (processed gene) 300,301 

家 谱 分 析 202 

家 免 乳 头 状 瘤 ”277 

家 系 分 析 法 198 

家 族 性 结肠 息肉 ”202 

蔷 膜 抗原 结构 16 

FEAR 16 

FARRIS (aminopterin,A) 111,196 

甲 光 (MethyLight) 185 

甲 基 化 116,133,149 

甲 基 化 CpG 结合 域 172 

甲 基 化 酶 91 

甲 基 化 敏感 的 任意 引物 PCR 技 术 (methylation 
sensitive arbitrarily-primed PCR, MS-AP- 
PCR) 184 

甲 基 化 谱 (methylation profiles) 178 

甲 基 化 型 150,185 

甲 基 化 抑制 剂 292 

甲 基 化 指纹 185 

FERLA 106 

甲 基 结合 蛋白 (methyl-binding protein, 
MBP) 172 

FAS AH 288 

甲 硫 氨 酸 50,91 

甲 酰 甲 硫 氨 酸 50 

甲状 腺 C 细 胞 140 

假 基 因 (pseudogene) 156,298-301 

间 充 质 干 细胞 (mesenchymal stem cell, MSC) 
226 

间隔 序列 ”135,296,300,331 
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间接 选择 法 ”192 

间接 诱 变 剂 110 

兼并 性 49 

剪接 调控 ”144 

剪接 调控 因子 (splicing regulatory factor ) 
161 

剪接 方式 16 

剪接 供 体 251 

剪接 受 体 251 

剪接 信号 139 

剪 切 变异 子 154 

减 数 分 裂 7,8,67,149 

碱 基 上 比例 46 

碱 基 错 配 (mismatch) 102 

WEN DEA 106 

碱 基 的 化 学 修饰 149 

碱 基 专 一 性 配对 31 

碱 性 氨基 酸 ”133 

碱 性 成 纤维 细胞 生长 因子 (basic fibroblast 
growth factor, bFGF) 227 

碱 性 蔗糖 梯度 离心 115 

健康 管理 319 

浆 细胞 143,299 

降 钙 素 (calcitonin) 140,287 

降 钙 素 基 因 相 关 肽 (calcitonin gene-related 
peptide,CGRP) 140 

降解 物 121 

降解 物 激 活 蛋白 (catabolite activator 
protein, CAP) 121 

降解 物 阻 过 121 

交叉 反应 物质 (cross-reaction material, CRM) 
56 

交互 易 换 式 的 印迹 调节 (reciprocal imprinting 
regulation) 162 

交互 易 位 276 

交互 印迹 模式 163 

交换 73 

交换 不 对 等 性 75 

交 联 117 

交配 型 68,316 

胶 母 细胞 瘤 278 

绞 花 遗传 (criss-cross inheritance) 9 

酵母 Saccharomyces cerevisiae 219 

BEEL FA Saccharomyces cerevisiae 173,323 


接触 抑制 ”263 





接合 69 

接合 型 14 

接合 诱导 (zygotic induction) 86 

接合 杂交 67 

接合 杂交 试验 56 

接合 重组 90 

结肠 瘤 ”268,276,288 

结构 编码 序列 210 

结构 蛋白 15 

结构 蛋白 基因 202 

结构 基因 (structure gene) 54,55,57,102, 
119 

结构 基因 艇 ”58,119 

结构 基因 组 219 

结构 空 穴 (groove) 41 

结构 信息 40,53,119,328 

结构 修饰 ”211 

结构 学 派 、19 

结构 重 排 143 

结合 结构 域 249 

结核 分 枝 杆 菌 Mycobacterium tuberculosis 
310 

解 离 基因 Ds (dissociation) 232 

金属 硫 蛋 白 基 因 211 

紧急 修复 系统 105 

经 卵细胞 胞 质 精 子 注射 ”167 

精细 连锁 图 78 

精细 突变 (fine mutation) 213 

精 原 细胞 218 

酒精 耐 受 性 ”306 

酒精 中 毒 ”319 

救援 路 径 (salvage pathway) 196 

局 部 连锁 图 89 

局 限 性 转 导 89 

局 限 性 转 导 现象 ”87 

局 灶 性 疾病 的 异 质 性 ”179 

局 灶 性 增生 疾病 178 

巨大 芽孢 杆菌 Bacillus megaterium 84 

聚 丙烯 酰胺 凝 胶 93,94 

聚 乙 二 醇 ”198,329 

决定 交配 基因 MA4Ta 330 

绝对 适合 度 305 

均匀 的 刚体 ”10 

菌落 16 

菌株 选 育 26 


K 


EMBER 239 

卡 那 霉 素 抗 性 219 

开 读 框架 (ORF) 168 
坎贝尔 模型 71,75,86 
抗 癌 基 因 (anti-oncogene) 283 


抗 凋 亡 ”175 
抗 凋 亡 蛋白 276 
抗生素 308,319 

抗 噬菌体 突变 ”62 
抗体 分 这 细胞 141 
抗体 免疫 识别 特性 142 
抗 性 309 


抗 性 基因 308,313 

抗 性 基因 和 集团 239 

抗 性 克隆 313 

抗 性 品系 26,76 

抗 性 突变 22,76,101,192 

抗 性 转移 功能 区 (RTF 区 resistance transfer 
function region) 239 

抗 血清 21 

抗 药 基因 239 

抗 药性 26,62 

抗原 140,299 

抗原 特异 性 (antigen specificity) 141 

抗 增 变 基 因 (antimutator) 102 

HIDRA Cro 332 

抗 蛆 歇 物 (antirepressor) 129 

拷贝 数 212 

拷贝 数 变异 292 

科学 假设 5 

颗粒 性 6 

可 变 段 (Va) 141 

可 变 段 (V1) 141 

可 变 区 (variable region,V) 254 

可 扩散 RNA 257 

可 遗传 的 变异 302 

克 里 克 41 

克隆 动物 166,167,329 

克隆 技术 ”225 

克隆 编 羊 ”166 

yakiti (clone panel) 200,201 

克隆 人 222,224 

克隆 羊 多 莉 220 
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控制 因子 (controlling element) 233 ,236 
BREA 163 

跨 膜 结构 域 (transmembrane domain) 205 
跨 膜 离子 通道 ”205 

快速 溶菌 突变 r 42 

扩 增 基因 135 


L 


垃圾 DNA 258,330 

莱 昂 假设 170 

莱 施 - 奈 恩 综合 征 (Lesch-Nyhan syndrome) 
216 

赖 氨 酸 三 甲 基 化 ”154 

劳 斯 肉瘤 病毒 (Rous sarcoma virus) 215, 
242,261 

老年 病 179,180 

酷 氨 酸 激酶 ”262,276 

类 人 猿 病 毒 癌 基因 vsis 278 

B 类 珠 蛋 白 基 因 298 

I 类 组 织 相 容 性 因子 H-ZK” 218 

离子 通道 蛋白 ”205 

理论 分 离 比 4 

“利弊 得 失 平衡 ”假设 309 

粒子 遗传 3,5 

连接 段 (Ja) 141 

ERJ) 141 

连接 酶 ”115 

连接 区 (joining region,J) 254 

连锁 分 析 129,199 

连锁 和 交换 10 

连锁 基因 的 重组 值 10 

连锁 交换 法 则 10 

连锁 图 11 

连锁 与 交换 法 则 11 

连续 转 染 264 

BRT ANH HER (sickle cell trait) 305 

镰 状 细胞 贫血 (sickle cell anemia) 16,305 

镰 状 细 胞 贫血 症 268,296 

aft 15 

BH 16 

$412 Neurospora crassa 14,62 

链 霉 素 67,239,240 

链 霉 素 抗 性 突变 株 67 

链 内 碱 基 对 50 

“两 次 打击 ”假设 280 
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亮 氨 酸 合成 缺陷 突变 菌 Leu” 63 

量子 化 学 31 

量子 力学 31 

量子 论 20 

量子 现象 20 

ZUERA 76,84 

烈性 突变 (virulent mutation) 129 

裂解 重建 模式 (dispersive model) 36 

裂 - 融 - 桥 周期 breakage-fusion-bridge cycle) 
235 

裂 殖 酵 母 Schizosaccharomyces pombe 155, 
316 

邻 氨 基 茶 甲酸 125 

邻 氨基 葵 甲 酸 合成 酶 ”125 

临床 试验 321 

淋巴 细胞 142,299,300,321 

磷酸 二 酯 键 104 

磷酸 二 酯 酶 ”121 

磷酸 甘油 酸 激酶 ”200 

磷酸 化 133,149 

磷酸 肌 醇 3- 激 酶 (PI-3K) 275 

磷酸 酶 ”18 

磷酸 葡 糖 变 位 酶 -1 199 

磷酸 葡 糖 酸 脱氧 酶 ”199 

磷酸 葡萄 糖 异 构 酶 ”120 

磷脂 键 30 

磷脂 酶 C(PLC) 276 

磷脂 酶 D(PLD) 276 

磷脂 圳 泡 210 

鳞 状 上 皮 细 胞 癌 ”269 

灵 长 类 动物 模型 ”326 

灵 长 类 转基因 动物 324 

流浪 基因 (roving gene) 236 

流行 病 学 202,309 

流行 性 暴发 311 

绿色 荧光 蛋白 (GFP) 324 

SULA 37,38 

氯 离子 跨 细 胞 膜 转运 调节 蛋白 203 

ABR 239 

SN 290 

HRE A (chicken ovomucoid, CHOM) 
139 

卵 母 细胞 324 

卵 清 蛋 白 (ovalbumin) 136 

卵 清和 蛋白 基因 136 








卵细胞 浆 内 精子 注射 术 (intracytoplasmic 
sperm injection, ICSI) 324 

伦理 206,229,327 

伦理 规范 225 

伦理 价值 60 

伦理 学 ”224 

罗 塞 达 石 碑 41,44 

螺 距 33 

螺旋 酶 39 

螺旋 性 33 

螺旋 直径 32,33 

螺旋 周期 33 

裸 鼠 致 瘤 ”266 


麻疹 ”319 

马 方 综合 征 202 

慢性 活动 性 肝炎 216 
慢性 贫血 308 
慢性 髓 细胞 性 白血病 ”276 
慢性 炎症 313 

EXER RA 180 

酶 15 

酶 的 诱导 53 

酶 基因 202 
酶 性 抑制 蛋白 146 

霉 酚 酸 抗 性 基因 (MX) 266,270 
美学 价值 60 

Sew TW Xenopus laevis 165 
孟 德 尔 第 二 定律 4,5 

孟 德 尔 第 一 定律 4 
孟 德 尔 定律 5,6 
备 德 尔 性 状 9 
孟 德 尔 因 子 12 

猕猴 Macaca mulatta 324 
泌尿 生殖 道 畸 形 175 
密度 梯度 37 

密度 梯度 离心 37 

密码 重 于 44 

密码 子 46 

EWE FE 288 
喀 啶 双 聚 体 104,116,208 
免疫 132 

免疫 标记 技术 201 

免疫 反应 216 


免疫 反应 信号 通路 173 
免疫 监控 289 
免疫 交叉 反应 物质 
免疫 球 蛋 白 143 
免疫 球 蛋 白 基 因 137,140,202,299 
IEEE A AGE 300 

免疫 缺陷 病 173 

免疫 系统 312 

免疫 系统 疾病 196 

免疫 性 疾病 ”176 

敏感 菌 ”83,85 

敏感 菌株 25,26 

敏感 细菌 76 

敏感 因子 108 

模式 生物 21,76,182,313,314 
模式 生物 基因 组 219 

AREA 210 

膜 抗 原 210 

摩尔 根 学 派 11 

母 本 2 

母 链 35 

母 源 基因 印迹 223 

母 源 染 色 体 160 

目标 基因 212,233,328 

目标 基因 突变 211 


N 


190 


耐 受 性 309 

HEE 212 

WE 212 

夺 性 纤维 跨 膜 传导 调节 蛋白 (cysticfibrosis 
transmembrane regulator, CFTR) 205 

PEVE HETE (cystic fibrosis, CF) 189,202, 
203,206,207 

I 216 

脑 萎 缩 性 高 氨 血 症 (cerebroatrophic 
hyperammonemia) 172 

内 含 子 (intron) 135, 137, 145, 146, 213, 
254,330 

内 含 子 IncRNA 157 

内 含 子 突变 139 

内 含 子 转录 产物 156 

内 基因 子 (endogenote) 74 

内 皮 干 细胞 (endothelial stem cell, ESC) 226 

内 切 酶 91 





内 细胞 团 (inner cell mass) 212 

内 源 性 胆固醇 ”195 

内 源 性 转 座 子 287 

AU Ye A BUA (intracisternal 
A-particle, IAP) 257 

能 动因 子 (mobile gene) 236 

能 育 性 (fertility) 68 

能 育 因 子 F 68,75 

拟 等 位 基因 (pseudoalleles) 81 

拟 回 复 突变 42 

WF Arabidopsis 247 

HIJ Arabidopsis thaliana 219 

拟 野 生 型 43 

拟 野生 型 表 型 43 

DABE (retrovirus) 235,241,242,244,300， 
312,322 

逆 病 毒 载体 225 

逆 位 99 

逆向 协同 演化 (antagonistic co-evolution) 309 

逆向 遗传 分 析 210,215 

道 向 遗传 学 (reverse genetics) 211,247,253 

逆向 整合 130 

逆 整 合 89 

逆转 录 病 毒 ”166 

逆转 录 酶 ”242,258 

逆转 录 抑 制剂 311 

逆转 录 转 座 子 153 

逆转 座 子 155,180,247,248,250 

逆转 座 子 转录 产物 156 

黏 弹性 技术 (viscoelastic technique) 132 

黏度 92 

黏度 测定 技术 ”92 

MARS 18 

黏 性 未 端 ”86,95 

黏液 病毒 (myxomatosis) 308 

E, A M fe A P k B (ornithine carbamoyl 
transferase, OCT) 322 

E ËR (ppGpp) 125 

鸟 类 肉瘤 病毒 ”261 

SEN (G) 30 

尿 苷 二 磷酸 葡 糖 脱 氢 酶 ”16 

尿 黑 酸 -1, 2- 双 加 氧 酶 (homogentisate 1, 
2-dioxygenase,HGO) 250 

尿 黑 酸 尿 症 11,12,250 

尿 黑 酸 氧化 酶 ”12 
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凝聚 染色 质 (condensed chromatin) 317 
凝血 因子 区 305 

SEMA VI 305 

凝血 因子 321 

浓度 峰 93 

浓度 梯度 218 

症 疾 疫苗 ”309 

JERR 310 


排 异 现象 208 

判断 性 实验 81 

判断 性 试验 26 

BAW 180 

膀胱 癌 154,266,268,276,313 

膀胱 上 皮 细 胞 266 

疱疹 病毒 ”241,310 

胚 盘 细胞 226 

胚胎 干细胞 (embryonic stem cell, ES 细胞 ) 
166,169,189,208,212,218,225,312， 
317,322 

胚胎 期 166 

胚胎 学 8,314 

胚胎 致死 222 

配 体 262 

皮肤 癌 104 

皮肤 成 纤维 细胞 226 

啤酒 酵母 Saccharomyces cerevisiae 329 

拼接 132 

拼接 信号 ”139 

平均 生育 率 304 

平均 适合 度 305 

平均 数 22 

苹果 酸 脱氧 梅 197 

苹果 酸 氧 化 还 原 酶 ”199 

屏障 蛋白 288 

屏障 因子 315 

B 葡 糖苷 酸 酶 ”197 

葡萄 糖 ”120 

葡萄 糖 耐 受 180 

葡萄 糖 效应 120 

普遍 性 转 导 89 

普 拉 德 - 威 利 综合 征 (Prader-Willi syndrome) 
160,319 

普 里 布 诺 序 框 (Pribnow box) 138 








Q 


歧 异 段 (D) 141 

歧 异 区 (diversity region,D) 254 

启动 (initiation) 277 

启动 剂 (initiator) 277 

启动 子 (promoter) 150,211,213 ,251,288 

启动 子 甲 基 化 178 

起 始 复 合体 51 

起 始 密码 ”50 

起 始 浓度 “134 

起 始 因 子 51 

起 始 因 子 eIF-2 146 

器 官 移植 323 

迁徙 303,304 

前 导 多 肽 127 

前 导 链 ”40 

前 导 肽 链 127 

前 导 序 列 126 

前 列 腺 癌 。 153 

前 列 腺 癌 细 胞 154 

前 酶 ”54 

前 速 激 肽 原 (preprotachykinin) 140 

前 体 RNA 144 

前 突变 (premutation) 173 

前 突变 基因 174 

前 原 胰岛 素 (preproinsulin) 301 

潜伏 期 21 

潜在 病原 体 309 

RE 117 

强 袭 扩展 288 

W 157 

切 补 修 复 104,105 

切 补 修复 系统 104 

切割 ”132 

切割 -粘贴 (cut-and-paste mechanism ) 转 座 
模式 250 

切 拼 信号 序列 295 

切 应 力 27,28 

侵略 性 行为 ”183 

亲本 3 

亲本 特异 性 表达 160 

亲本 细胞 67 

亲 代 分 子 37,38 

亲 代 细胞 62 


亲 代 印迹 基因 318 

亲和力 131 

亲 水 氨基 酸 144 

亲族 选择 (kin selection) 318 

禽类 成 红细胞 增多 症 病毒 (AEV) 278 

禽 流 感 311 

青霉素 238 

青霉素 法 ”192 

轻 链 (L) 16,37,140 

Age 30,32,33,103 

情感 黑洞 224 

琼脂 糖 凝 胶 94 

取样 误差 22 

EPHE 150 

#7K WHR (anhydrotetracycline) 332 

全 保留 复制 模式 (conservative model) 36 

全 基因 组 移植 试验 329 

缺口 修补 基因 打靶 技术 (gap-repair gene 
targeting) 217 

缺失 99 

缺失 表达 (loss of expression) 160 

缺失 突变 体 86 

缺失 突变 株 219 

缺失 重 排 (deletion rearrangement) 141,142 

缺 体 99 

缺 铁 性 贫血 308 

缺陷 深 原 性 90 

缺陷 溶 原 性 转 导 子 89 

缺陷 突变 104 

缺陷 型 半 乳 糖 基因 转 导 叭 菌 体 90 

群体 倍增 时 间 190 

群体 倍增 世代 数 ”191 

群体 更 新 周期 62 

群体 基因 频率 303 

群体 基因 组 102 

群体 社会 结构 326 

群体 遗传 多 样 性 224 

群体 遗传 结构 303,304 

群体 遗传 学 (population genetics) 303,304 


R 


染色 体 1,7,8,66,132 

染色 体 步 查 (chromosome walking) 203 
染色 体 丢 失 198,280 

染色 体 断 裂 剂 ”201 
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染色 体 分 带 技术 

染色 体 分 析 189 

染色 体高 分 辨 显 带 技术 189 

染色 体 畸 变 98,117,304 

染色 体 交 叉 234 

染色 体 片段 200 

染色 体 屏障 调节 蛋白 CTCF 162 

染色 体 桥 ”235 

染色 体 三 体 234 

染色 体 失 活 190 

染色 体 跳 查 (chromosome jumping) 203 

染色 体 亚 结构 298 

染色 体 遗 传 11 

染色 体 遗 传 学 说 7 

染色 体 易 位 276 

染色 体重 排 253,287 

染色 体 周 期 7 

染色 体 组 成 8 

染色 体 组 型 190 

染色 质 132 

染色 质 表 面 复 合 物 158 

染色 质 沉 默 315 

染色 质 沉默 结构 316 

染色 质 沉默 结构 域 316 

染色 质 蛋 白 HP1 315 

染色 质 构 型 174 

染色 质 构 型 重 逆 (chromatin remodeling) 
149,150 

染色 质 结构 重 塑 288 

染色 质 免疫 共 沉 淀 (chromatin 
immunoprecipitation ,CHIP) 185 

染色 质 凝聚 复合 物 173 

染色 质 浓缩 ”155 

染色 质 屏障 162 

染色 质 纤 丝 133 

染色 质 修饰 复合 物 (chromatin-modifying 
complex,CMC) 172 

染色 质 修饰 因子 185 

染色 质 重 逆 288 

染色 质 重 塑 蛋白 173 

染色 质 重 塑 复合 物 Swi/Snf 316 

染色 质 重 塑 解 旋 酶 SNF2(sucrose non- 
fermenting 2) 176 

热力 学 20 

热 休克 254 


189,201 
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人 膀胱 癌 细 胞 株 EJ 265 

人 的 珠 和 蛋白 基因 201 

人 多 瘤 病毒 疫苗 ”309 

人 工 合成 染色 体 330 

人 工 授精 324 

人 工 信 使 45,46 

人 工 选择 305,333 

人 类 表 观 基因 组 计划 (Human Epigenome 
Project,HEP) 185 

人 类 的 人 工 染 色 体 (human artificial 
chromosome,HAC) 323 

人 类 分 子 病 189 

人 类 辅助 生育 技术 224 

人 类 基因 定位 198 

人 类 基因 库 323 

人 类 基因 文库 202 

人 类 基因 组 计划 (Human Genome Project， 
HGP) 146,202 

人 类 内 源 性 逆 病 毒 (human endogenous 
retroviruses, HERV) 248 

人 类 胚胎 干细胞 227 

人 类 全 基因 组 甲 基 化 谱 179 

人 类 群体 306,324 

人 类 生殖 系 细胞 322 

人 类 遗传 病 216 

人 凝血 因子 220 

AFLAM PS (HPV) 292,313 

人 肾 细 胞 NB-E 110 

人 生长 激素 基因 210 

人 -=- 鼠 体 细胞 杂交 199 

人 - 鼠 杂 种 细胞 189 

人 体 的 克隆 复制 ”167 

人 为 修饰 330 

人 源 胚胎 干细胞 (human embryo stem cell, 
HESC) 161 

人 源 染 色 体 199 

妊娠 期 高 糖 血 症 ”318 

元 余 基因 299 

JAAR Callithrix jacchus 325 

溶菌 现象 75,76 

溶 裂 反 应 ”129 

FAA 128 

溶 裂 相 129 

溶 原 反应 ”129 

溶 原 菌 ”83,129 








AJEA 128,130 

溶 原 性 (lysogeny) 83 

溶 原 性 品系 ”84 

溶 原 性 细菌 ”84,86,88 

溶 原 性 转 导 子 89 

融合 操纵 子 108 

融合 基因 bcr-abl! 276 

融合 试验 101 

融合 细胞 200 

肉瘤 生成 蛋白 (sarcoma-producing protein ) 
262 

ARKAN 197 

乳糖 53,54,120 

乳糖 操纵 子 108,120,123 

乳糖 过 敏 症 306 

乳糖 酶 ”306 

乳腺 癌 272,276,288,290,306,307,313, 
319 

乳腺 癌 易 感 基 因 (hereditary breast-ovarian 
cancer syndrome, BRCA1/2) 285 

弱化 子 (attenuator) 125-127 

弱化 子 模型 ”128 


S 


萨 顿 假设 7,10 

ZER 47 

三 联 密码 44,47 

“三 联 密码 ”假设 42 

=f 32,33 

三 体 玉米 (2n+1) 234 

三 维 结构 “328 

三 维 空 间 结构 “20,41 

三 重 突变 43 

RAMA 226 

f AM 125 

色 氮 酸 操纵 子 125,128 

色 氮 酸 合成 酶 ”125 

色 氢 酸 合成 酶 A 肽 42 

色盲 基因 198 

沙门 菌 89 

沙门 菌 Salmonella typhimurium 260 

沙门 菌 Salmonella typhimurium 88 

山羊 支原体 Mycoplasma capricolum 329 

上 皮 细 胞 向 间 质 细胞 的 转化 (epithelial- 
mesenchymal transition, EMT) 289 


= BERR-7-FA IES RMS (m Gppp) 138 
尚 邦 法 则 138 

社会 价值 229 

Y 射 线 276 

神经 胶 质 瘤 (glioma) 288 
神经 肽 “140 

神经 纤维 聚集 326 
神经 纤维 症 202 
神经 元 细胞 215 

肾 癌 276 

肾 母 细胞 瘤 162 

渗 震 27 

生长 激素 211 

生长 激素 基因 139 
生长 期 21 

生长 停滞 期 “120 

生化 突变 101 

生化 性 状 55 

生化 遗传 学 ”101 
生理 性 适应 ”22 
生命 微 环境 328 

生命 现象 20 
生态 位 改变 310 
生态 学 309 

生物 表 型 182 

生物 反应 器 220 

生物 复杂 程度 182 
生物 高 分 子 构 型 19 
生物 技术 (bio-technique,BT) 320 
HREM 332 
生物 群体 62,98,302 
生物 素 合成 缺陷 突变 菌 Bio- 63 
生物 武器 332 

生物 信息 学 189 
生物 学 衰老 速率 179 
生物 演化 ”297,302,303 
生物 演化 理论 (the theory of evolution) 302 
生物 诱 变 剂 ”253 
生育 率 304 

生殖 隔离 305 
生殖 系 基 因 治疗 327 
生殖 系 基因 组 324 
生殖 系 细 胞 256 
生殖 系 细胞 基因 组 ”301 
生殖 细胞 3,155 
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生殖 细胞 突变 100 

生殖 细胞 系 (germ line) 211 

生殖 性 克隆 225 

生殖 支原体 Mycoplasma genitalium 329 

失 活 义 染 色 体 169 

失 活 过 程 168 

时 空 顺序 301 

时 空 特异 性 ”167 

时 序 性 82 

时 间 83 

识别 和 切割 序列 92 

实验 进化 遗传 学 303 

实验 胚胎 学 160 

实验 室 支原体 Mycoplasma laboratorium 329 

实验 性 治疗 227 

世代 间 表 观 遗 传 (intergenerational epigenetic 
inheritance) 183 

世代 交替 188 

世代 周期 ”120 

视网膜 母 细 胞 瘤 (retinoblastoma) 215, 
216,280 

适合 度 (fitness,adaptive value) 304 

适合 度 的 超 显 性 (overdominance in fitness) 
305 

适应 ”22 

适应 度 309 

适应 酶 ”53 

适应 性 50 

适应 者 (adapter) 41 

释放 期 21 

嗜 血 流 感 杆 菌 Haemophilus influenzae 92 

KERRE 21,76,84,86,129,265 

WERK ACK) 90 

AWE 128 

KERE 20,60,75,76,84,90 

WEE Mu 108,241 

噬菌体 Pl 88,331 

叭 菌 体 T1 22 

噬菌体 T4 76 

噬菌体 X174 44 

喉 菌 体 部 件 27 

喉 菌 体 基 因 组 84 

喉 菌 体 群体 21 

KEKI 21 

MERRE 29,76 
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首尾 相连 的 多 聚 体 (head-to-tail concatemer ) 
209 

受 损 DNA 106 

Stil DNA HEE 110 

受 体 复合 体 275 

受 体 基因 233 

受 体 基因 组 75 

ZIKA 56 

受 体 菌株 ”17 

受 体 物种 328 

受 体 细 胞 67,68,106,208,209 

受 体 细胞 质 329 

Pik ASEM 144 

数量 性 状 6 

数目 可 变 的 重复 序列 (VNTR) 249 

衰老 154,176,178,179,313 

衰老 速率 (aging rate) 179 

双 层 细胞 膜 ”144 

双 交 换 74,75,90 

WHE 32,33 

WHE RNA (dsRNA) 153,220 

双 链 RNA 分 子 176 

双 螺 旋 结 构 ”35 

WL A MH BBE A (DHFR) 111, 112, 114, 
135,192 

双 氢 叶酸 还 原 酶 基因 ”295 

双 脱 氧 核 苷 酸 测序 法 ”267 

双向 IncRNA 157 

双向 选择 ”212 

双 隐 性 植株 4 

双 印 迹 中 心 模式 ”163 

双重 缺陷 型 菌株 64 

双重 溶 原 化 86 

双重 溶 原 化 细菌 ”90 

双重 突变 体 43 

双重 突变 型 ”42,120 

双重 突变 株 ”43 

双 着 丝 粒 染色 体 235 

水 稻 247,297 

顺 反 位 置 效应 (cis-trans effect) 80,82 

顺 反 子 (cistron) 43,78,82 

顺 式 沉默 169 

顺 式 调 控 163 

顺 式 结构 ”80 

顺 式 作 用 调节 158 








丝氨酸 / 苏 氨 酸 蛋 白 激酶 (Akt) 275 
丝氨酸 / 苏 氨 酸 激酶 ”262 
丝氨酸 羟 甲 基 转 移 酶 (SHMT) 112 
丝 和 蛋白 基因 135 

丝 裂 霉 素 C 109 

丝 状 支原体 Mycoplasma mycoides 329 
死亡 率 106,308 

四 核 苷 酸 学 说 31 

四 环 素 239 

四 环 素 调节 系统 214 

四 环 素 抗 性 基因 Tet M 329 
四 聚 体 结构 59 

四 氧 叶酸 111 

速溶 突变 76 

宿主 305,307 

随机 波动 (random fluctuation) 304 
随机 抽样 ”4,22 

随机 整合 72 

损伤 信号 107 

损伤 修复 系统 103 


工 


胎儿 干细胞 (fatal stem cell, FS 细胞 ) 323 
胎盘 发 育 166 

肽 链 16 

IKIT ERRA 30 

肽 酶 C 199 

泰国 肝 吸 虫 Opisthorchis viverrini 313 
唐 氏 综合 征 (Down syndrome) 218 

糖 蛋 白 22,278,279 


糖 酵 解 121 
糖 酵 解 突变 型 121 
糖尿 病 178,319 


糖 皮 质 激 素 受 体 (glucocorticoid receptor， 
GR) 315 

特异 性 序列 92 

特异 性 重组 酶 ”331 

体内 基因 治疗 (in vivo gene therapy) 321 

体外 /体内 基因 治疗 (ex vivo gene therapy ) 
321 

体外 的 功能 互补 试验 82 

体外 转录 反应 47 

体 细胞 188,253,256,311 

体 细胞 的 DNA 重 排 140 

体 细 胞 的 拷贝 数 变异 (somatic copy-number 


alterations,SCNA) 290 

体 细胞 发 育 全 能 性 189 

体 细 胞 核 移植 221,332 

体 细胞 核 转移 (somatic cell nuclear transfer, 
SCNT) 220 

体 细胞 基因 组 301 

体 细胞 疾病 195 

体 细胞 交换 190 

体 细胞 谱系 315 

体 细胞 群体 190 

体 细胞 融合 技术 199 

体 细胞 突变 100,269,280,307 

体 细胞 突变 率 312 

体 细胞 遗传 学 188 

体 细胞 杂种 “196 

体 细胞 重 编程 317 

体 细胞 重 排 299 

体质 302 

替代 突变 268 

替代 型 打靶 载体 217 

替代 型 载体 217 

替换 突变 42 

天 冬 氮 酸 特异 性 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 (aspartate- 
specific cysteine proteases) 284 

条 件 性 基因 打靶 (conditional gene-targeting ) 
213 

条 件 性 基因 打靶 载体 213 

条 件 致死 突变 (conditional lethal mutation ) 
81,100, 128 

跳 格 (slipped) 102 

跳跃 基因 (jumping gene) 231,235,236 

铁 调 素 (hepcidin) 308 

同步 复制 72 

同 工 酶 ”199 

同位 素 标记 36 

同 线性 (collinear) 72,199 

同 线性 研究 42 

同 向 重复 序列 244 

同 义 密码 子 (synonym codon) 49 

同 义 突变 99 

同 源 单 链 DNA 片 段 133 

同 源 框 基因 簇 (Hox gene cluster) 314 

同 源 配对 序列 86 

同 源 染色 体 7,8 

同 源 序列 71 
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同 源 异形 基因 (homeotic gene) 314 

同 源 重组 (homologous recombination) 
212,215 

同 源 重 组 臂 213 

酮 式 异 构 体 32 

统计 方法 2 

统计 学 意义 4 

痛风 193 

头 部 82 

突变 98,188,303 

突变 本 质 22 

突变 表 型 6 

突变 的 “位 点 (site)” 81 

突变 机 制 102,189 

突变 基因 6,211,212 

突变 率 14,106,110,304 

突变 品系 6,9 

突变 谱 217 

突变 体 6 

突变 细胞 克隆 ”192 

突变 细胞 株 ”193 

突变 型 8,98,101 

突变 型 p53 蛋白 ”283 

突变 型 表 型 ”100 

突变 型 蛋白 192 

突变 型 菌株 14 

突变 型 频 度 190 

突变 型 细胞 192 

突变 型 细胞 克隆 191 

突变 子 (muton) 78 

涂 布 86 

涂 布 试验 85 

LEAF Agrobacterium 219 

免 的 B 珠 蛋白 基因 210 

退行 性 病变 326 

脱氧 核糖 ”30 

脱氧 核糖 核酸 (deoxyribonucleic acid, DNA ) 
1,17,19 

脱氧 核糖 核酸 酶 ”45 

脱氧 尿 喀 啶 核 苷 (dUrd) 112 

拓扑 异 构 酶 ”39 

唾 腺 细胞 8 


W 
外 胞 体 (exosome) 182 
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外 基因 子 (exogenote) 74 

外 壳 蛋 白 82 

外 显 子 (exon) 137,213 

外 源 DNA 92,208 

外 源 DNA 片 段 插入 276 

外 源 遗 传 物质 76 

Bie Pisum sativum 2 

完全 培养 基 14,64 

完全 突变 (full mutation) 173 

烷 化 剂 218 

网 织 红 细胞 (reticulocytes) 146 

网 状 调控 278 

微 卫星 重复 序列 ”169 

微细 胞 208 

微小 RNA (microRNA) 16,153 

微小 病毒 H-1 110 

微小 染色 体 缺 失 160 

微 芽 (gemmule) 302 

微 注射 技术 210 

韦 格 -复活 效应 ”105 

为 外 显 子 (extron 或 exon) 135 

围 产 期 166 

围 产 期 死亡 ”222 

卫星 DNA 175 

卫星 DNA 序 列 173 

位 点 特异 性 重组 (site specific recombination) 
212,215 

位 点 特异 性 重组 酶 (site specific recombinase) 
214 

位 置 特 异性 72 

位 置 效应 (position effects) 212,315 

位 置 效应 性 色 斑 (position effect variegation, 
PEV) 256 

尾部 82 

尾 丝 82 

HEA 82 

胃癌 276,313 

温度 敏感 突变 (temperature sensitive mutant, 
ts) 56,81,193,262 

温度 敏感 突变 型 261 

温度 敏感 突变 株 110 

温和 噬菌体 (temperate phage) 84 

温和 噬菌体 和 84 

温和 喉 菌 体 P22 88 

纹 状 体 326 





稳 态 平衡 ”62 

沃 森 - 克 里 克 模 型 35,40,235 
无 功能 多 肽 “42 

KEEMA 116 
无 味 叭 位 点 “116 

无 误 修 复 (error-free repair) 103 
无 细胞 和 蛋白质 合成 系统 45 
无 细胞 实验 系统 125 

无 限 生长 (immortalization) 270 
无 效 突 变 215 

无 性 繁殖 188,220 
无 性 繁殖 系 76 

无 胸腺 喀 啶 致死 法 “192 
无 义 突变 99 

五 碳 糖 ”19 

SERRA 326 

物理 接触 ”64 

物质 文明 333 

物种 102,305,329 
物种 间 代 谢 差异 216 

物种 形成 ”305 


X 


吸附 76 

燃 醇 式 ”32 

喜马拉雅 免 6 

系统 的 自 稳定 性 ”320 

细胞 癌 基 因 244 

细胞 壁 27 

细胞 表面 抗原 210 

细胞 病理 ”276 

细胞 病理 学 ”195 

细胞 程序 性 死亡 ”260 

细胞 凋 亡 154,173,283 

细胞 凋 亡 的 级 联 效应 ”263 

细胞 凋 亡 级 联 反应 284 

细胞 凋 亡 效应 因子 284 

细胞 恶性 转化 ”109,244,260,262 

细胞 分 化 136 

细胞 分 裂 105 

细胞 分 裂 素 激活 蛋白 激酶 (MAPK) 275 

细胞 分 裂 周期 素 复合 物 (cyclin complex) 
282 

细胞 核 1,7 

细胞 核 内 包涵 体 326 


细胞 化 学 ”195 

细胞 环境 328 

细胞 接种 密度 191 

细胞 克隆 188,190 

细胞 命运 图 214 

细胞 模型 144 

细胞 膜 262 

细胞 膜 电 位 ”278 

细胞 内 吉 泡 运输 网 络 276 

细胞 培养 物 191 

细胞 谱系 168 

细胞 群体 188 

细胞 溶 裂 84 

细胞 融合 63,188,189,280 

细胞 色素 P450 306 

细胞 实验 模型 ”195 

细胞 寿命 276 

细胞 死亡 受 体 Fas 284 

细胞 松弛 素 B 208 

细胞 系 ”190 

细胞 系谱 (lineages) 214 

细胞 学 图 11,234 

细胞 亚 群 190 

细胞 遗传 学 8,21 

细胞 应 激 157,283 

细胞 有 丝 分 裂 谱 系 (cell lineage) 168 

细胞 原 癌 基 因 (protooncogene,c-onc) 261 

细胞 增殖 ”260 

细胞 质 因子 71,84 

细胞 致死 效应 111 

细胞 重 编程 289 

细胞 周期 132 

细胞 周期 调节 基因 4PC 287 

细胞 周期 检测 关卡 点 (checkpoint) 285 

细胞 周期 素 D 283 

细胞 周期 素 依赖 的 激酶 抑制 蛋白 ”162 

细胞 周期 素 依 赖 性 激酶 (cyclin dependent 
kinase, Cdk )/ 细 胞 分 裂 周 期 素 复合 物 
(cyclin complex) 282,284 

细胞 周期 相关 基因 群 288 

细胞 周期 依赖 激酶 抑制 蛋白 p21CIP1 
(cyclin dependent kinase inhibitor) 283 

细胞 周期 抑制 蛋白 p27kipl 285 

细胞 转化 ”263 

细胞 自 深 84 
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细菌 的 性 ”66 

细菌 接合 ”63 ,64 

细菌 抗 性 突变 25 

细菌 克隆 22,62 

细菌 群体 22 

细菌 突变 率 190 

细菌 遗传 学 ”62 

细菌 遗传 学 图 70,90 

细菌 杂交 重组 66 

仙台 病毒 (Sendai virus) 189,198 

先天 性 代谢 缺陷 ”12 

先天 性 脐 疝 162 

HIFA 318 

显 微 注 射 技术 211 

显 性 4,57 

显 性 负 效 应 (dominant negative) 284,285 

显 性 热 敏 致死 突变 100 

显 性 效应 280 

显 性 性 状 2 

显 性 因子 3 

现代 综合 进化 学 说 302 

限定 模式 ”155 

限定 条 件 81 

限制 和 修饰 90 

限制 和 修饰 系统 91 

限制 性 标记 基因 组 筛选 技术 (restriction 
landmark genomic scanning,RLGS) 184 

限制 性 核酸 内 切 酶 谱 115 

限制 性 酶 ”91,92,94 

限制 性 酶 谱 分 析 201 

限制 性 内 切 酶 ”92,93 

限制 性 内 切 酶 谱 分 析 136 

限制 性 片段 长 度 多 态 性 (restriction fragment 
length polymorphism, RFLP) 204,268 

限制 性 切割 ”92 

限制 修饰 酶 、257 

限制 -修饰 系统 ”257 

线虫 220 

线虫 Caenorhabditis elegans 219 

线粒体 231 

线粒体 基因 208 

线性 DNA 分 子 27 

线性 相关 137 

线 状 DNA 分 子 71,74 

线 状 单 链 DNA 病 毒 ”110 
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腺 病毒 、135,241,282 

腺 苷 酸 环 化 酶 ”121 

腺 苷 酸 营养 缺陷 突变 型 207 

RERAN (adenosine deaminase, ADA ) 
321 

A 216 

ARIES (A) 30 

腺 味 叭 琥珀 酸 裂解 酶 ”207 

腺 味 叭 磷酸 核糖 转移 酶 (APRT) 216 

相对 挫 入 量 46 

相对 频率 ”305 

相对 适合 度 305 

相对 性 状 2 

Stk 181 

ERTE 179 

向 导 分 子 158 

向 导 分 子 IncRNA 159 

硝酸 纤维 滤 膜 47 

硝酸 纤维 滤纸 201 

小 肠 上 皮 细 胞 核 165 

小 非 编 码 核 糖 核酸 152 

小 概率 事件 25 

B 小 肌 养 蛋白 (B-dystroobrevin, Dinb) 253 

小 麦 297 

小 鼠 工 细胞 208 

小 鼠 成 纤维 细胞 株 NIH3T3 263 

小 鼠 基 因 组 测序 计划 215 

小 鼠 胚 胎 干细胞 322 

小 鼠 组 织 相 容 性 抗原 H-2K 145 

小 细胞 肺癌 281 

校正 (proof-reading) 101 

校正 功能 40 

哮喘 306 

效应 蛋白 157 

效应 分 子 275 

效应 分 子 伙 伴 158 

协同 演化 ”307,309 

协同 转 染 ”101 

协 阻 遏 物 (corepressor) 125 

携带 者 ”100 

锌 指 转 录 因 子 (zinc finger transcription factor, 
Ze) 253 

新 基因 254 

信号 传递 网 络 331 

信号 分 子 157,180 











信号 分 子 IncRNA 159 

信号 通路 ”275 ,292 

信和 号 转 导 (signal transduction) 215 

信使 RNA(mRNA) 16 

信使 核糖 核酸 (messenger RNA, mRNA ) 
41 

信息 编码 20 

信息 变异 20 

信息 传递 ”20 

信息 的 多 样 性 35 

信息 反 向 流动 301 

信息 技术 (information technique,IT) 320 

信息 论 1,34 

信息 区 段 301 

言 息 稳 定性 20 

信息 学 派 20,28 

信息 载体 蛋白 278 

形式 遗传 11 

形式 遗传 学 20 

形态 描述 5 

形态 突变 100 

形态 性 状 55 

形态 组 分 合成 缺陷 突变 82 

性 别 决定 基因 (SRY) 202 

性 别 特 异性 ”167 

性 导 (sexduction) 73 

性 反 转 175 

性 染色 体 8 

性 伞 毛 (sex pili) 73,75 

性 细胞 100,311 

性 细胞 系 164 

性 因子 66 

性 因子 F 87 

性 状 2 

性 状 分 离 8 

胸 苷 激酶 (thymidine kinase, TK) 196,112, 
200 

fed =F MEA (HSV-tk) 212 

胸 苷 酸 合成 酶 (TS) 112 

胸腺 喀 啶 (T) 30,196 

胸腺 喀 啶 激酶 基因 145 

Fie Ai HE HR WE AE (Thy) 112 

胸腺 喀 啶 双 聚 体 103,110 

雄 原 核 211 

修饰 ”132 


FINE Caenorhabditis elegans 153 

省 尿 喀 啶 加 可 见 光 法 ”192 

WANE 94 

序 贯 代谢 酶 ”331 

序列 特异 性 167 

选择 标记 101 

选择 基因 65 

选择 系统 192,209,215 

选择 性 标记 65,209 

选择 性 扩 增 ”190 

选择 性 培养 基 64,69,190 

选择 压力 297,329 

选择 因素 22,26 

选择 优势 ”196,309 

血管 表皮 生长 因子 (vascular endothelial 
growth factor, VEGF) 227 

血管 紧张 肽 受 体 217 

血管 紧张 肽 原 Agt 217 

血管 紧张 肽 原 酶 /血管 紧张 肽 系统 217 

血管 紧张 肽 转移 酶 ”217 

血红 蛋白 15,20,50,146 

血红 素 (heme) 146 

血清 学 反应 17 

血吸虫 310 

血小板 215 

血小板 衍生 因子 (platelet derived growth 
factor, PDGF) 226 

血小板 源 生长 因素 (platelet derived growth 
factor,PDGF) 278 

血型 304 

mA 220,321 


Y 


亚 端 部 着 丝 点 染色 体 8 
亚 端 粒 区 (subtelomeric region) 330 
亚 端 粒 区 重复 序列 175 
亚 克 隆 289 
wii 201 

亚 铁 原 中 啉 基 团 20 
亚 稳 定 184 

亚 细 胞 位 置 331 

亚 硝酸 103 

延 胡 索 酸 12 

延伸 因子 51 

炎症 反应 226 








炎症 信号 155 

眼色 素 13 

演化 弹性 (evolutionary flexibility) 102 

演化 医学 (evolutionary medicine) 305, 
306,314,318 

氧化 态 114 

摇摆 效应 49 

药物 代谢 306 

药物 干预 216 

药物 抗 性 199 

药物 抗 性 突变 189 

药物 适应 系统 论 62 

野生 型 5,8 

ERR Lact 54 

野生 型 噬菌体 80 

野生 型 细菌 ”63,.88 

叶酸 180 

一 个 基因 多 种 信使 “139 

一 个 基因 一 个 蛋白质 16 

一 个 基因 一 个 酶 ”14,15,40 

一 个 基因 一 条 多 肽 16 

一 级 结构 40 

一 级 生长 曲线 21 

医疗 事故 322 

医学 细胞 遗传 学 189 

医学 遗传 学 ”160 

Bee ABE 17 

胰岛 素 40 

胰岛 素 抵抗 178 

胰岛 素 基 因 202 

胰岛 素 受 体 178 

胰岛 素 样 生长 因子 2(IGF2) 162,183 

胰岛 素 依赖 性 糖尿 病 218 

胰 凝 乳 和 蛋白 酶 ”17 

胰腺 癌 276,312 

胰腺 B 细 胞 218 

移 码 突变 99,300 

移植 供 体 (donor) 329 

移植 受 体 (recipient) 329 

遗传 报告 系统 332 

遗传 背景 215 

遗传 变异 306 

遗传 病 16 

遗传 的 非 融合 性 6 

遗传 调控 系统 1 
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遗传 毒 理 学 ”110,111 

遗传 毒性 111 

遗传 方式 2 

遗传 负荷 (genetic load) 323 

遗传 改良 (genetic improvement) 327 

fe LAY) RR 210,211,215 

遗传 工程 小 鼠 疾病 模型 216 

遗传 工程 小 鼠 集 合 219 

遗传 工程 小 鼠 库 217 

遗传 结构 62 

遗传 密码 41,99,183 

遗传 密码 表 49,50,60 

遗传 密码 的 普遍 性 50 

遗传 漂 变 (genetic drift) 304 

遗传 物质 35 

遗传 物质 单位 1 

遗传 信息 2,19,21,28,56 

遗传 信息 载体 19,20 

遗传 性 代谢 病 101 

遗传 性 非 息肉 结 直 肠 癌 相关 基因 (hereditary 
non polyposis colorectal cancer, HNPCC ) 
285 

遗传 性 分 子 病 的 实验 诊断 193 

遗传 性 状 1,2,22,76,84 

遗传 性 综合 征 176 

遗传 学 按 扣 ”240,241,248 

遗传 学 图 234 

遗传 异 质 性 312 

遗传 异 质 性 丢失 (loss of heterozygosity， 
LOH) 281 

遗传 异 质 性 克隆 314 

遗传 因子 3 

遗传 重组 ”63-65,311,314 

遗传 转型 (class switching) 141-143 ,301 

乙肝 病毒 (HBV) 292 

乙肝 病毒 X 基 因 216 

乙 基 亚 硝 基 脲 (ethylnitrosourea,ENU) 218 

乙酰 胆 碱 180 

乙酰 化 133,149 

乙酰 乙酸 12 

乙 型 肝炎 病毒 ”216 

异 倍 体 细胞 287 

异 两 基 硫 代 半 乳 糖苷 (IPTG) 53,120,122 

异常 甲 基 化 ”167,181 

异常 转 座 252 











异 构 化 修饰 ”99 

异 构 体 (isoform) 32,156 

HEF 101 

异 合子 个 体 305 

异 核 体 208 

异 柠檬 酸 脱氧 酶 ”199 

异 染 色 质 151,168,257 

异 染 色 质 不 稳定 性 ”173 

异 染 色 质 蛋白 1(heterochromatin protein 
1,HP1) 173 

异 染色 质 蛋 白 H1 151 

异 染 色 质 化 ”168 

异 染 色 质 区 173,175,254,315 

异体 催化 ”28,34 

异体 干细胞 227 

异 位 表达 (ectopic expression) 178, 180, 
314 

异 位 转录 表达 257 

异 源 DNA 片 段 95 

异 源 部 分 合子 90 

异 源 双 链 分 子 91 

异 源 双 螺 旋 92 

异 质 细胞 克隆 群体 318 

异种 细胞 189 

抑 癌 基因 253 

抑制 蛋白 245,246 

抑制 基因 233 

抑制 突变 42 

抑制 物质 86 

抑制 性 复合 物 158 

抑制 性 染色 质 因子 151 

易 位 99 

易 误 修复 110,192 

易 误 修复 系统 (error-prone repair system) 
106 

IVE A R 125 

吗 | 唆 甘油 磷酸 酯 合成 酶 ”125 

隐 含 启动 子 252,257 

隐 含 外 显 子 (cryptic exon) 252 

隐 性 57 

隐 性 突变 112,280 

隐 性 性 状 2 

隐 性 因子 3 

印迹 标记 164 

印迹 调控 和 蛋白 (brother of regulator of imprinted 


sites, BORIS) 288 

印迹 调控 蛋白 质 复合 体 288 

印迹 调控 区 (imprinting control region ,ICR ) 
162 ,288 

印迹 丢失 (loss of imprinting, LOI) 287, 
288 

印迹 基因 (imprinted gene) 160, 162, 164, 
167 

印迹 结构 域 (imprinted domain) 162 

印迹 性 疾病 167 

印迹 异常 160,162 

印迹 中 心 (imprinting center,IC) 160 

印迹 综合 176 

营养 180 

营养 期 86 

营养 缺陷 突变 63,64,101,112,189 

营养 缺陷 突变 型 菌株 ”14 

营养 缺陷 型 14,199 

营养 缺陷 型 突变 62,193 

营养 缺陷 型 细胞 克隆 ”192 

影印 培养 25 

ERE 215 

用 进 废 退 302 

幽门 螺杆 菌 (Helicobacter pylori) 313 

WERK 21,84,86 

有 丝 分 裂 149,282 

有 丝 分 裂 重组 280,287 

有 性 孢子 15 

有 性 繁殖 188 

有 性 接合 ”63 

有 性 生殖 63,66 

AFRE 83 

右 操纵 基因 O。 129 

诱 变 190 

诱 变 剂 ”103,190,276 

诱 变性 260 

诱 变性 质子 (mutagenetic proton) 313 

诱 变性 致癌 物 272 

诱导 多 能 干细胞 (induced pluripotent stem 
cell,iPSC) 225,227 

诱导 多 效 性 ”54 

诱导 干细胞 189,323 

诱导 酶 ”53 

诱导 物 53,58,122 

诱导 型 56 
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诱导 型 多 潜能 干细胞 (induced pluripotent 
stem cell,iPSC) 166 

诱导 性 修复 110 

诱导 性 修复 酶 ”106 

诱导 因素 86 

诱饵 分 子 IncRNA 157,159 

诱发 突变 101,102 

玉米 297 

原 癌 基 因 (protooncogene) 265 

原 癌 基因 4BL-1 276 

原 病毒 (provirus) 109 

原 发 感染 76 

原 发 性 高 血压 217 

原 发 肿瘤 312 

原核 160 

原核 生物 188 

原核 细胞 132 

原 基 13 

原生 态 333 

原始 生殖 细胞 (primordial germ cell, PGC) 
167 

原始 转录 本 139 

原始 转录 物 138,142 

ARAIA (prophage) 84,86,128,129 

AERA 87,89 

原 位 杂交 (in situ hybridization) 202 

ETER 14 

月 经 周期 307 

跃迁 和 蛋白 142-144 

跃迁 重组 301 

人 允许 条 件 81 

孕 激 素 (progestins) 136 

运载 蛋白 15 


乙 


杂 合 双 链 ”91,296 

REF 206 

RAFAH 192 

杂交 63,86 

杂交 不 育 (hybrid dysgenesis) 245 
杂交 菌 65 

杂交 试验 2 

杂交 中 断 试验 69 

杂交 重组 62 

杂交 重组 体 65 
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杂交 子 代 2 

杂交 子 一 代 (F,) 2 

杂种 细胞 189,196,208 

杂种 细胞 克隆 62 

杂种 子 裔 细胞 199 

载体 骨架 213 

再 分 化 ”184 

再 生性 增生 216 

再 生 医 学 (regenerative therapies) 226 
早期 流产 166 


早期 胚胎 208 
早 幼 粒 细胞 白血病 (前 髓 细胞 白血病 ) 
271 


造血 干细胞 (hematopoietic stem cell, HSC) 
226 

造血 系统 肿瘤 “276 

噪声 332 

增 变 基因 (mutator) 102 

增强 子 (enhancer) 145,162,251,288 

增强 子 / 染 色 体 屏障 调控 模式 163 

增殖 调控 128 

增殖 世代 102 

AREY 15,188 

真 核 生 物 基因 组 ”132,255 

真 核 生 物 细胞 329 

真 核 细 胞 132 

拯救 机 构 110 

整合 72,86 

整合 位 点 212 

正 调控 因子 129 

正 控制 ”123 

正 控制 调节 蛋白 125 

正 向 遗传 学 (forward genetics) 211 

支架 分 子 IncRNA 158,159 

知情 同意 书 322 

Shitti 180,220 

直接 定点 诱 变 115 

直接 间 介 物 121 

直接 群 选 法 “192 

只 业 毒 物 111 

植物 锌 指 蛋 白 同 源 结构 域 (plant homo- 
domain zinc finger, PHD) 176 

指导 链 153 

a BURR Shigella dysenteriae 238 

制 动 信号 ”285 





质 核 融合 ”208 

质粒 73 

质谱 分 析 329 

质子 116 

质子 转移 酶 H -ATP 酶 ”278 

质子 转移 能 力 114 

治疗 基因 321 

治疗 性 克隆 ”225 

致癌 110 

致癌 化 合 物 276,292 

致癌 性 miRNA (oncomiR) 260,290 

致癌 性 诱 变 剂 ”264 

致癌 性 重 编程 289 

致死 表 型 81 

致死 生长 法 (lethal-growth method) 192 

致死 突变 100 

致死 效应 110 

致 突变 110 

致 突变 性 ”260 

智力 低下 175 

中 部 着 丝 点 染色 体 8 

中 断 接 合 实验 70 

中 国 仓鼠 CHO-KI 细 胞 207 

中 国 仓鼠 卵巢 细胞 (CHO 细 胞 ) 288 

中 华 肝 吸虫 Clonorchis sinensis 313 

中 间 代 谢 物 120,121 

中 枢 神 经 系统 疾病 253 

中 心 法 则 41,60,302 

中 心 粒 258,317 

中 心 粒 序列 316 

中 子 辐射 276 

中 子 衍射 分 析 133 

终止 密码 48,50,51,300 

终止 因子 51 

肿瘤 ”195 

肿瘤 病毒 ”261 

肿瘤 分 类 系统 292 

肿瘤 干细胞 (cancer stem cell,CSC) 289 

肿瘤 抗原 基因 (tumour antigen gene) 270 

肿瘤 抑制 基因 (tumor suppressor gene) 
154,216,260,280,283 ,285,288,290 

肿瘤 抑制 性 miRNA (tsmiR) 290 

肿瘤 易 感 性 180 

肿瘤 转移 289 

种 间 交 蔡 传 递 ”310 


种 间 杂 种 细胞 197 

种 间 转 基因 320 

种 内 转基因 320 

种 群 ”102 

种 群 基因 组 ”223 

种 质 (germplasm) 302 

种 质 连 续 学 说 302 

种 属 特异 性 DNA 重 复 序列 标记 

种 族 歧 视 305 

重 编程 (reprogramming) 149,166,223 ,254 

重 氮 标 记 实 验 38 

重 分 化 184 

重复 99 

ERLER 47 

重复 序列 133,135,258, 287, 299, 300， 
330 

重 聚 动力 学 “135 

重 链 (H) 16,37,140 

重 链 编码 基因 143 

重 链 转型 (heavy chain switch) 299 

重新 编程 167,168,184,222 

重新 激活 150 

重新 愈合 10 

重 元 素 37 

重症 急性 呼吸 综合 征 (severe acute respiratory 
syndrome,SARS) 308 

重症 联合 免疫 缺陷 症 (SCID) 321,322 

重组 63,67,79,100,303,304 

重组 DNA 技 术 93,95 

重组 错位 192 

重组 蛋白 A 107 

重组 调控 复合 体 256 

HAAR 102,254 

重组 频率 72 

重组 体 62,69,88 

重组 信号 序列 (recombination signal sequence， 
RSS) 255,299 

重组 修复 ”104,105 

重组 值 78 

重组 子 (recon) 67-69,73,75,78,90 

轴 对 称 59 

B 珠 蛋白 145,201 

KEA 145 

a 珠 蛋白 176,201 

B 珠 蛋白 次 基因 (beta-minor gene) 296 


202 


B 珠 蛋白 基因 136,145,202,295,296 

8# 珠 蛋白 基因 “145 

Y 珠 蛋白 基因 145 

a 珠 和 蛋白 基因 145 

珠 和 蛋白 基因 300 

B 珠 蛋白 主 基因 (beta-major gene) 296 

SG MR Trichuris suis 307 

主 组 织 相 容 性 复合 体 (major 
histocompatibility complex, MHC) 185, 
306 

驻 留 干细胞 (resident stem cell) 226 

专 一 性 配对 31 

转 导 (transduction) 63,88,90 

+S I aK (transducing phage) 88,89 

转 导 子 88 

转化 (transformation) 16,17,19,63,64,90 

转化 蛋白 ”262 

转化 蛋白 T(SV-T) 262 

转化 反应 速率 18 

转化 活性 17,93,263 ,267 

转化 基因 (transforming gene) 209,268 

转化 率 18 

转化 试验 16,269,270 

转化 态 262 

转化 细胞 (transformant) 209,210,264,265 

转化 细胞 集落 ”263 ,264 

转化 因子 16,17,27 

转化 因子 失 活 18 

转换 98 

转换 突变 272 

转基因 208,283,319,328 

转基因 动物 189,211 

转基因 技术 332 

转基因 人 327 

TESLA 325 

转基因 小 鼠 ”211 

转基因 小 鼠 组 合 系 218 

转基因 植物 211 

转录 产物 300 

转录 产物 的 加 工 (processing) 138 

转录 单位 (transcription unit) 58 

转录 调节 因子 175 

转录 调控 机 制 257 

转录 调控 因子 289 

转录 复合 物 151 
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转录 活性 区 176 

转录 基因 沉默 153 

转录 激活 子 SP1 154 

转录 酶 ”122 

转录 起 始点 144 

转录 速率 122 

转录 因子 283,317 

转录 因子 复合 体 150 

转录 因子 群 E2F 282 

转录 噪声 156 

转录 终止 序列 126 

Se RAR 172 

转 染 63 

转型 位 点 ”143 

转型 信号 序列 299,300 
转型 重组 300 

转移 基因 组 (transgenome) 209,210 
转移 起 点 70 
转移 性 调控 因子 235 

转运 RNA (transfer RNA,tRNA) 42,152,330 
转 座 酶 ”247,249,250,254,255 
转 座 小 体 250 


转 座 因 子 (transposable element) 235,236, 


247,255-257,297 

转 座 因子 插入 253 

转 座 因 子 群 297 

转 座 子 (transposon) 236,239,247,248,258 
转 座 子 标记 法 (transposon tagging) 246 
转 座 子 序列 250 

准确 切 离 (precise excision) 250 

准 稳定 184 


着 色 性 干 皮 病 (xeroderma pigmentosum， 


XP) 207,208 


着 色 性 干 皮 症 (xeroderma pigmentosum, 


XP) 104 
着 丝 点 重复 序列 155 
了 (BE) 2 
TRIT 38 
FEHR 313 
FE 35 
FHF 14 
子 一 代 分 子 38 
TAA 65 
FRE 21,28 
子 裔 细胞 22 








紫外 吸收 峰值 17 

紫外 线 15,84,89,103,106 

紫外 线 核 酸 内 切 酶 (UV endonuclease) 
104 

紫外 线 修复 (UV repair,uvr) 104 

自动 装配 83 

自动 组 装 83 

自发 表 观 突变 (spontaneous epimutation ) 
288 

自发 回复 突变 63 

自发 融合 率 196 

自发 突变 23,25,101,102 

自发 突变 率 101,102 

自然 选择 ”102,303-305 

自 溶 现象 ”84 

“自私 性 ”遗传 元 件 155 

自体 催化 ”28,34 

自体 免疫 性 疾病 ”305-307 

自体 增殖 76 

自我 复制 ”20 

自由 组 合 5 

自由 组 合 定 律 4 

自主 型 逆转 座 子 248 

自主 型 转 座 子 247 

阻 遏 蛋白 56,57,107,119,120,122,124, 
130,131 

入 阻 遏 蛋白 ”131 

阻 歇 蛋白 cl 332 

阻 遏 蛋白 R 125 

阻 遏 蛋白 复合 体 256 

阻 遏 物 56,58-60,119,122,129 

阻 遏 物 作 用 ”122 

组 氨 酸 操纵 子 128 

组 氨 酸 缺陷 突变 型 ”260 

组 成 酶 ”53 

组 成 型 56,57 

组 成 型 突变 55,125 

组 蛋白 132,133,315 

组 蛋白 变 体 149 

组 蛋白 变异 体 317 

组 蛋白 化 学 修饰 149 

组 蛋白 基因 296 

组 蛋白 甲 基 化 256 

组 蛋白 甲 基 化 酶 G9a 163 

组 蛋白 甲 基 转 移 酶 (histone methyltransferase， 


HMT) 151,154,155,181 
组 蛋白 密码 (histone code) 151 


组 蛋白 脱 乙 酰 化 酶 (histone deacetylase, 


HDAC) 181 
组 蛋白 脱 乙酰 酶 ”15$1,290 
组 蛋白 修饰 257,287,288,317 
组 蛋白 修饰 酶 、257 
组 蛋白 乙酰 化 转移 酶 ”151 


组 蛋白 乙酰 转移 酶 (histone acetyltransferase， 


HAT) 181 





组 织 特异 性 mRNA 140,214 
组 织 特异 性 蛋白 质 


组 织 特异 性 调节 因子 


组 织 特异 性 拼接 
组 织 再 生 323 


祖先 微生物 (ancestral microbiota) 306 


140 


最 大 接种 量 191 


最 稳 态 30 
左 操纵 基因 O, 


129 


140 


145 
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